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LEISHMANIA INFANTUM ASI ADAYI LACK VE KMP-11 GENLERININ
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU, FUZYON PROTEININ
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OZET

Leishmania cinsi zorunlu hiicre i¢i protozoonlarin neden oldugu leishmaniasis, Diinya
Saglik Orgiitii’niin énemli tropikal hastaliklar listesinde yer almaktadir. Leishmaniasis
tedavisinde rutin olarak kullanilan bilesiklerin yiiksek maliyetleri, toksisite ve yan
etkilerinin fazla olmasi nedeniyle alternatif tedavi ve asi1 arastirmalari devam
etmektedir. Faz asamalar1 devam etmekle birlikte leishmaniasise kars1 insanlarda etkili
bir as1 heniiz gelistirilememistir. Leishmania infantum, Tirkiye’de ve diinyada
leishmaniasis formlarindan en tehlikelisi olan visseral leishmaniasis (VL) etkenleri
arasindadir. Leishmania infantum homolog aktive edilmis C kinaz reseptorii (LACK) ve
Kinetoplastid membran proteini-11 (KMP-11) genleri ti¢iincii nesil asilar olarak kabul

edilen DNA as1 adaylar1 arasindadir.

Bu ¢alismada L. infantum’un neden oldugu VL’e karsi as1 gelistirme ¢aligmalarinda
umut verici adaylardan olan L. infantum LACK ve KMP-11 genlerinin klonlanmasi,
molekiiler karakterizasyonu, insanlarda DNA asis1 olarak kullanima uygun &zellikte bir
plazmide multi-antijenik olarak yerlestirilmesi, LACK ve KMP-11 proteinlerinden

olusan fiizyon proteininin ekspresyonu ve antijenik yapisinin analizi amaglanmastir.

Caligmada oncelikle L. infantum promastigot kiiltiirinden genomik DNA izolasyonu
yapilmistir. Sonra LACK geni pJET1.2 plazmidine, KMP-11 geni ise pcDNA 3.1
plazmidine klonlama reaksiyonu ile yerlestirilmistir. Takiben LACK geni restriksiyon
enzimleri ile pcDNA3.1+KMP-11 plazmidine eklenmis ve multi-antijenik rekombinant
DNA elde edilmistir. Rekombinant plazmid varligi tiim basamaklarda PCR tarama ile
arastirilmistir. Pozitif kolonilerden plazmid izolasyonu yapilmis ve klonlanan genlerin

varhigi PCR ve DNA dizi analiz yontemleri ile dogrulanmistir. LACK+KMP-11 genleri
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ekspresyon vektoriine sub-klonlanarak elde edilen plazmidler kompetan E. coli BL21
hiicrelerine transforme edilmis ve flizyon proteininin ekspresyonu saglanmistir. 47 kDa
biyiikliigiindeki fiizyon proteininin varligt SDS-PAGE ve western blot analizleri ile
dogrulanmistir. Kiiltiire edilen L. infantum nesillerinin LACK ve KMP-11 gen
bolgelerine gore niikleotid ve aminoasit tabanli molekiiler karakterizasyonu yapilmistir.
Leishmania izolatlarmin LACK ve KMP-11 gen bdlgesi sekans analizleri, bu gen
bolgelerindeki  intraspesifik  niikleotid farkliliklarimin  interspesifik  niikleotid
farkliliklarla cakistigini ve dolayisiyla filogenetik bazda tiir ayrimina olanak
vermedigini ortaya koymustur. LACK proteininde 13, KMP-11 proteininde ise 3
antijenik bolgenin mevcut oldugu tespit edilmis ve proteinlerin 3 boyutlu yapilari elde

edilmistir.

Sonug olarak bu g¢alisma ile L. infantum kaynakli VL’e karst umut verici DNA as1
adaylarindan olan LACK ve KMP-11 genlerinin molekiiler karakterizasyonu ve
filogenetik analizleri yapilmigtir. Bu iki geni birlikte tasiyan multi-antijenik plazmid ve

LACK+KMP-11 fiizyon proteini ilk kez elde edilmis ve antijenik yapilar1 incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, Leishmania infantum, DNA asisi, LACK geni,

KMP-11 geni, Multi-antijenik plazmid, Fiizyon proteini
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF LEISHMANIA INFANTUM LACK
AND KMP-11 VACCINE CANDIDATE GENES, EXPRESSION AND
ANTIGENIC STRUCTURE OF FUSION PROTEIN

Serkan KARACA

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Parasitology
PhD. Thesis, January 2018
Supervisor: Prof. Alparslan YILDIRIM

ABSTRACT

Leishmaniasis is caused by an obligate intracellular protozoa Leishmania genus and
listed in the major tropical diseases by World Health Organization. Because of the high
costs, toxicity and adverse effects of the compounds which are routinely used in the
treatment of leishmaniasis, alternative treatment and vaccine studies are currently
underway. As well as the phase studies are ongoing an effective vaccine has not been
developed yet. Visceral leishmaniasis (VL) is the most dangerous form of leishmaniasis

and Leishmania infantum is one of VL agents in Turkey and in the world.

Leishmania infantum homolog activated C kinase receptor (LACK) and Kinetoplastid
membrane protein-11 (KMP-11) genes are among the DNA vaccine candidates

considered as third generation vaccines.

This study aims to clone L. infantum LACK and KMP-11 genes, analyze their
molecular and phylogenetic characteristics and ligate them into plasmid can be used as
multi-antigenic DNA vaccine candidate in human. Additionally, to express fusion

protein and analyze its antigenic structure.

In the study, primarily genomic DNA isolated from L. infantum promastigote culture.
Then, LACK and KMP-11 genes were cloned into pJET1.2 and pcDNA 3.1 plasmids
respectively. Subsequently, LACK gene sub-cloned into pcDNA3.1+KMP-11
recombinant plasmid by restriction cloning and multi-antigenic recombinant DNA was
obtained. The presence of the recombinant plasmid was investigated by PCR scanning
at all steps. Plasmid isolation was performed from positive colonies and the presence of

cloned genes was confirmed by PCR and DNA sequencing methods.



For expression of the LACK+KMP-11 fusion protein, genes were sub-cloned into
pPET100 expression vector and plasmids were transformed into competent E. coli BL21
cells. The presence of 47 kDa fusion protein was confirmed by SDS-PAGE and western
blot analysis. Nucleotide and amino acid-based molecular characterization of L.
infantum genera was performed according to LACK and KMP-11 gene regions.
Sequence analysis of LACK and KMP-11 regions of Leishmania isolates revealed that
intraspecific nucleotide differences in these gene regions coincided with interspecific
nucleotide differences. Thus, these genes did not allow species discrimination on
phylogenetic basis. 13 and 3 antigenic regions were determined in LACK and KMP-11
proteins respectively. 3-dimensional structures of the LACK and KMP-11 proteins was

obtained.

As a result, molecular characterization and phylogenetic analysis L. infantum LACK
and KMP-11 genes were performed and LACK + KMP-11 based multi-antigenic
plasmid and fusion protein were obtained for the first time with this study.

Key Words: Leishmaniasis, Leishmania infantum, DNA vaccine, LACK gene, KMP-

11 gene, Multi-antigenic plazmid, Fussion protein



ICINDEKILER

LEISHMANIA INFANTUM ASI ADAYI LACK VE KMP-11 GENLERININ
MOLEKULER KARATERIZASYONU, FUZYON PROTEININ
EKSPRESYONU VE ANTIJENIK YAPISI

Sayfa No

| (O SO\ N TR i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ........c.oviiiiiiiiiecieeesesse s i
YONERGEYE UYGUNLUK ONAYT ......ooooiiiiiiiiiieeeeee e, i
KABUL ONAY SAYFASL ..ottt sttt iv
TESEKKUR .......ooviiiiiieeeieeeeeeee e eee st es sttt s st ens st s s en st v
L /. D PRSPPI Vi
ABSTRACT .ottt s et s et st e ettt e ettt e eneans viii
ICINDEKILER .........oooviiiiieeeeeeeeee ettt sttt X
KISALTIMALAR ..ottt sttt ettt ne sttt ane s Xiv
TABLO LISTEST ......ocoiiiiiiiiccee s XVi
SEKIL LISTEST ......oooviiiiiieiieeee ettt XVii
1. GIRIS VE AMAC ..ottt n s s s s 1
2. GENEL BILGILER .........ccceciviiiiiiiiicceisie e 3
2.1. Leishmaniasis ve Leishmania Infantum ..o 3
2.1 1 TATTRGE ettt e e 3
2.1.2. SINIIaNAIMA ... 4
2.1.3. MOITOIOJE .ttt 6
2.1.4. Hayat DONGUST .....cccviiiiiiieiiiiiis i 9
2.1.5. EPIAemIYOIOJi vooiviiiieiieece e s 13
2.1.6. Klinik Cesitlilik ve IMmUN0I0ji......ccccovevvereverrieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s s esesenesenenans 15
00 T R - 1§ TR 17
0 8- R 1= - USSP 18

2 I R 1o (8 o] 1 - TR 19



Xi

2.2, A1 Ve AS1 CaliSMAlari........coeiiiiiiiiiiieiie e 20
2.2.1. Birinci NeSil ASIAT ......cccviviiiiiiiic s 21
2.2.1.1. Canl1 Atentie Parazit AS1art ........ccccoveiiiiiiiiiie e 21
2.2.1.2. Olii Parazit ASIATL.........ccooeveveveeeereiereseeeeeeie s eeeeeie e esesesse e ses s 21
2.2.2. TKINCT NESIL ASIIAT . .vieiiieieceeeie ettt 22
2.2.2.1. Gen Ekleme veya Uzaklastirma ile Elde Edilen Canli Asilar.............. 22
2.2.2.2. Saflagtirtlmis Antijen ASHAIT .....coccvveiiieiiiiieiie e 22
2.2.2.3. Rekombinant AntHENIEr.........ccccviiiiiiiiiieieeee e 23
2.2.3. UgUNCT NESIl ASIIAT .. ..cvviiereeeeeeeeeeee s es s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s 24
2.2.3.1. DNA ASHAIT .coiiiiiiiiie it 24
2.2.3.2. Multi-antijenik DNA aS1ari........cccoeiiriiiniiiiinisieeesese e 25

A I o |1V Z: 0] USSP 27
2.4, LACK GENI . 27
2.5, KIMIP=11 GBNI ettt 28
2.6. KIONIAMA ... 28
3. GEREC VE YONTEM .......cooooiiitiiitiieese e et ee st tes st n st sen st 30
3.1. L. Infantum Promastigot Kiiltiriinin Yapilmast ..........ccccovvvviiviiiicnincniscen 32
3.2. Kiiltiirden Genomik DNA IZ0IaSYONU..........ccccevvuiviveriiiiieciereeseseseieees e 34
3.2.1. Kiiltiirden Metasiklik Promastigotlarin 1zolaSyonu.............c.cccccvvreverinnnn. 34
3.2.2. Total Genomik DNA 1Z0laSyonu............ccccvuririueveriiiicirereeiieeeie e, 35
3.3. Restriksiyon Reaksiyonlarinda Kullanilacak Enzimlerin Belirlenmesi .............. 36
3.4. LACK Geninin PJET1.2 Plazmitine Klonlanmasi ...........cccoccooviiiiiiicninineennn. 37
3.4.1. LACK Geni Primerleri Ve PCR ........ccoccoiiiiiiiiiciece e 37
3.4.2. LACK Geni PCR Uriiniiniin Saflastirtlmasi...........c.coceeeevreeveeeeesseenennn, 38
3.4.3. LACK Geninin pJET1/2 Plazmidine Klonlanmast.............ccccccovvirniennnn. 39
3.4.4. Rekombinant Plazmidin Kompetan Hiicrelere Transformasyonu............... 40
3.4.5. Klonlamanin Dogrulanmasi............ccccviieiiiiieniiiee e 40
3.4.5.1. PCR Tarama ile Dogrulama...........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiecccecseee 41

3.4.5.2. Plazmid DNA PCR Analizi ile Dogrulama ............c.cccoovvniininiinennnn. 41



xii

3.4.5.3. DNA Dizi Analizi ile Dogrulama .............cccooiiiiiiniiiiciiccnece 43

3.5. KMP-11 Geninin PCDNA3.1 Plazmitine Klonlanmast.............cccocoeiiiniicnnnnn 44
3.5.1. KMP-11 Geni Primerleri Ve PCR .........ccccoiiiiiiii i 44
3.5.2. KMP-11 Geni PCR Uriiniiniin Saflastirtlmast............ccccceevevrveerererererennnnnn. 44
3.5.3. KMP-11 Geninin pcDNA3.1/V5-his TOPO Plazmidine Klonlanmast........ 45
3.5.4. Rekombinant Plazmidin Kompetan Hiicrelere Transformasyonu............... 46
3.5.5. Klonlamanin Dogrulanmasi............ccuueiivieiiiieiiieeiieeesiee e 47
3.5.5.1. PCR Tarama ile Dogrulama..........cccceviiiiiiiiiiiiiiciesecseee e 47
3.5.5.2. Plazmid DNA PCR Analizi ile Dogrulama ...........c..cccoceniiiiininninnnne 48
3.5.5.3. DNA Dizi Analizi ile Dogrulama ...........cccccovviiviiiiiiniciiciicseee 49

3.6. LACK Geninin PCDNA3.1+KMP-11 Rekombinant Plazmidine SUB-

KL ONIANIMIAST ettt e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e eeeeeeeennntaaneeeeeeeeenns 50

3.6.1. LACK Geninin Rekombinant Plazmidden Restriksiyon Enzimleri ile

CIKATIIMAST. ..ttt sae e 50
3.6.2. pcDNA3.1+KMP-11 Rekombinant Plazmidinin Restriksiyon Enzimleri
118 KESTIMEST ... 51
3.6.3. pcDNA3.1+KMP-11 ve LACK DNA Pargalarinin Ligasyonu................... 52
3.6.4. Multi-antijenik Rekombinant Plazmidin Kompetan Hiicrelere
TraNSTOIMASYONU ...ttt 53
3.6.5. Klonlamanin Dogrulanmasi...........ccceiveiiiiiiiiiiiiicicsce e 53
3.6.5.1. PCR Tarama ile Dogrulama...........c.cccccoviiiiiiniiiniicce e 54
3.6.5.2. Miniprep ve PCR ile Dogrulama ............cccoovniiiniiiicnicc e 54
3.6.5.3. DNA Dizi Analizi ile Dogrulama ...........cccccooiiiiiiiiiiiiiiicie 56
3.7. Rekombinant Protein EKSPreSYOnU .........c.ccoiieiiiieienienenieseseeeee e 57
3.7.1. LACK+KMP-11 Genlerinin pET100 Vektoriine Yerlestirilmesi ............... 57
3.7.2. Multi-antijenik Rekombinant Plazmidin One Shot TOP10 Kompetan
Hiicrelerine Transformasyonu .........cccoceviiviiiiiiniiiiciecec e 58
3.7.3. Klonlamanin Dogrulanmasi............ccccevieriiiieniiiee e 59

3.7.4. Rekombinant pET100 Plazmid DNA 1z0lasyonu.............cccceeeevvireverinennn. 59



Xiii

3.7.5. Multi-antijenik Rekombinant Plazmidin One Shot BL21 Star (DE3)

Kompetan Hiicrelerine Transformasyonu..........ccccocvevviiveniiieniiiesnieesnnnnnns 60

3.7.6. LACK+KMP-11 Fiizyon Proteininin EKSpresyonu...........ccccoveveiirienennns 61
3.7.7. LACK+KMP-11 Fiizyon Proteininin Analizi..........ccccovvvviiiiiinnniineninennninn. 61

3.8. LACK ve KMP-11 Genlerinin Sekans ve Filogenetik Analizi...........ccccccocvenee 64
3.9. LACK ve KMP-11 Proteinlerinin Molekiiler Karakterizasyonu ...............ccc...... 64

A BULGULAR ..ottt ettt ettt et 66
4.1. L. Infantum KGIthr SONUGIATT........cccoiiiiiiiieccii e 66

4.2. L. Infantum LACK Geni Ampklifikasyon, Klonlama, Sekans ve Filogenetik

ANANZIEIT ..o 68
4.2.1. Amplifikasyon SONUGIAIT.......coiiviiiiiiiiiiiei e 68
4.2.2. Klonlama SONUGIATT ......eiiviiiiiiiiiiie e 69
4.2.3. Sekans ve Filogenetik Analiz Sonuglart..........cccoceevviiiiiiiiiiicii, 72
4.2.4. Protein Analiz SONUGIATT.........coiiiiiiiiiiiiiie e e 79

4.3. L. Infantum KMP-11 Geni Ampklifikasyon, Klonlama, Sekans ve Filogenetik

ANGHZIEIT ... 82

4.3.1. Amplifikasyon SONUCIATT..........ccovviiiiiiiiii i 82
4.3.2. Klonlama SONUGIATT .......cccuviiiiiiiiiiieiie e 83
4.3.3. Sekans ve Filogenetik Analiz Sonuglart..........cccooeviiiiiiiiiiiici, 86
4.3.4. Protein Analiz SONUGIATIT.......cceiiiiiiiiiiiie e 94

4.4. LACK ve KMP-11 Genlerinin FUZYONU .........cccciiiiiiiiiiieiicceie 96
4.4.1. Restriksiyon ANAIZIErT .........cooiiiiiiiiii e 96
4.4.2. Fiizyon Genlerin Klonlama Sonuglart ...........ccccovvviiiiiiiiiiiicice, 98

4.5. Fiizyon Protein Ekspresyon Analiz Sonuglart..........cccoovvviiiiiiiciiiiciicicin, 100

5. TARTISMA VE SONUCQ .......cooiiiiiiiiiiiiieitee et 107
B. KAYNAKLAR ...t 118

OZGECMIS ...ttt ettt en et en et 129



ul
pm
AIDS
ALM
BCG
CPs
CVL
DAT
dk
DKL
DNA
DSO
ELISA
FDA
FML
GP
HIV
IFAT
IFN
IL
IPTG
KL
KMP
KMP
LACK
LPG
LPS
M.O.
M199
MHC

Xiv

KISALTMALAR

: Mikrolitre

: Mikrometre

: Edinilmis Bagisiklik Yetersizligi Sendromu
: Otoklavlanmis Leishmania Major

: Bacillus Calmette-Guérin- Verem asisi
: Sistein Proteinazlar

: Canin Visseral Leishmaniasis

: Direkt Agliitinasyon Testi

: Dakika

: Diffiiz Kutan6z Leishmaniasis

: Deoksiribo Niikleik Asit

: Diinya Saglik Orgiitii

: Enzim Bagli Immunosorban Yéntem

: U.S. Food and Drug Administration

: Fukoz Mannoz Ligand

: Glikoprotein

: Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii

: Indirekt Floresan Antikor Testi

: Interferon

: Interldkin

: Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
: Kutandz Leishmaniasis

: Kinetoplastid Membran Proteini

: Kinetoplastid Membran Proteini

: Leishmania Homolog Aktive Edilmis C Kinaz Reseptorii
. Lipofosfoglikan

: Lipopolisakkarit

: Milattan 6nce

: Besiyer 199

: Major Histokompabilite Kompleksi



MKL
ml
MPL
NNN
PBMC
PBSS
PCR
PKDL
PSA
RNA
rvv
sa
SDS-PAGE

SLA
SSG
TH
TLR
TSA
VL

XV

: Mukotan6z Leishmaniasis

> Mililitre

: Monofosforil Lipid

: Novy, MacNeal ve Nicolle Besiyeri — 3N Besiyeri
: Periferal Kan Mononukleer Hiicreleri

: Prolin ile Tamponlanmis Tuz Soliisyonu

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Post Kala-Azar Dermal Leishmaniasis

: Promastigot Yiizey Antijeni

: Ribo Niikleik Asit

: Rekombinant Vaccinia Viriisii

: Saat

: Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel

Electrophoresis

: Coziinebilir Leishmania Antijeni
: Sodyum Stiboglukonat

: Yardimc1 T Hiicresi

: Tool Benzeri Reseptorler

: Tiol-Ozgii-Antioksidan

: Visseral Leishmaniasis



Tablo 2.1.

Tablo 2.2.
Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 4.1.

Tablo 4.2.
Tablo 4.3.
Tablo 4.4.

Tablo 4.5.
Tablo 4.6.

XVi

TABLO LISTESI
Sayfa No
Visseral leishmaniasise karsi test edilen bazi rekombinant proteinler
VE POIIPIOLEINIEN ... s 24
Leishmaniasis’e kars1t DNA as1 aday1 olarak secilen bazi genler................ 25
Calismada kullanilan cihazlar. ............cccccooeiiiiiiiec e, 30
Calismada kullanilan malzemeler. ..........ccccccoviieeiiiiii e, 31

L. infantum LACK gen dizisinin (KT184317) GenBank’a kayitl

dizilerle karsilastirma SONUGIATT ..........ccovivieeeiiiiiee e, 73
GenBank’a kayithh LACK sekanslarinin ikili hizalama farkliliklart ........... 74
L. infantum LACK proteininde tespit edilen antijenik bolgeler.................. 80

L. infantum KMP-11 gen dizisinin (KU379565) GenBank’a kayitlt

dizilerle kargilastirma SONUGIATT .......cocueiiiiiiiiiiiiii e 87
GenBank’a kayitli KMP-11 sekanslarinin ikili hizalama farkliliklarr ........ 89

L. infantum KMP-11 proteininde yer alan antijenik bolgeler ..................... 95



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.

XVii

SEKIL LISTESI

Sayfa No
Leishmania tiirlerinin modern takSONOMISI..........ccoveiiivicinineisiiseeeiees 6
Leishmania sp. promastigot fOrMU ..o 7
Kan ve doku kamgililarinin genel hayat donemleri ..........ccccocvevvieiinennnnen. 8
Leishmania spp hayat dONGUST ......ccveeverveerieiiieieere e 12
Epidemiyolojik durum, KL ... 14
Epidemiyolojik durum, VL ... 14
Klinik arastirma asamasindaki anti-leishmanial as1 adaylart ...................... 26
pJET1.2/blunt (Thermo Scientific, ABD) vektor haritasi. ...........cccecvennee 39
pcDNA3.1/V5-his TOPO® (Invitrogen, ABD) vektor haritasi ................... 46
Champion pET100 Drectional TOPO (Thermo Scientific, ABD)
VEKEOT RATTEAST ... 58
Modifiye Leishmania besiyerinde iireyen L. infantum promastigotlari ......66
Ficoll gradyani uygulamasi sonucu olusan katmanlar. ............cc.cccoevervennne 67
PCR f{iriiniiniin agaroz jel elektroforezde gorinimii.........c.ccoevevviiennennnnne 68

L. infantum LACK PCR iriniiniin E. coli kompetan hiicrelerine
transformasyonu sonrast tiretilen koloniler.............cocooviviiiiiiiiiciicne 69

Kolonilerde rekombinant plazmid varligimin PCR tarama ile

dOZIUIANMAST ..o 70
Miniprep sonrasi elde edilen rekombinant plazmidin PCR sonuglari......... 71
L. infantum LACK DNA dizisi ve kodladigt aminosistler..............c.ccoenee. 72
LACK niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari .............ccocoeviiennnennne 77

L. infantum LACK gen dizisinin (KT184317) GenBank’a kayitl
dizilerle karsilastirma SONUGIATT .........cccvviiiiieiiiie i 78

L. infantum LACK proteininin 3 boyutlu goriiniimii ve aminoasit

QIZIST 1. 79
L. infantum LACK proteininde yer alan antijenik bolgeler ...............c........ 81
KMP-11 PCR iirliniiniin agaroz jel elektroforezde gorinimii.................... 82

L. infantum KMP-11 PCR {irliniiniin E. coli kompetan hiicrelerine

transformasyonu sonrast tiretilen koloniler............ccooceviiiiniiiiiiiiicns 83



Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.
Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.
Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

XViii

Kolonilerde rekombinant plazmid varliginin PCR tarama ile

AOGTUIANIMAST ...t 84
Miniprep sonrasi elde edilen rekombinant plazmidin PCR sonuglari......... 85
L. infantum KMP-11 DNA dizisi ve kodladig1 aminosistler....................... 86
KMP- 11 niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalart..............cccooeeiiennnne 91

L. infantum KMP-11 gen dizisinin (KU379565) GenBank’a kayitl
dizilerle karsilastirma SONUGIArT .........cccoocvvvveeiiiiiec e 93
L. infantum KMP-11 proteininin 3 boyutlu goriinimii ve aminoasit
DIZIST o 94
L. infantum KMP-11 proteininde yer alan antijenik bolgeler. ................... 95
HINDIII ve BamHI yapiskan bolgesi tasiyan LACK genini igeren
TESLIIKSTYON TITNTL 1.t 96
HINDIII ve BamHI yapiskan bdlgesi tagiyan lineer pcDNA3.1+KMP-
11 plazmidini igeren restriksiyon Urlintl. .........ccooeererreiieninieneesesee e 97
Multi-antijenik rekombinant pcDNA3.1+LACK+KMP-11
plazmidinin E. coli kompetan hiicrelerine transformasyonu sonrasi
tretilen KOLONILET. ........ooviiiiiiiic e 98
Kolonilerde rekombinant plazmid varliginin PCR tarama ile
dOZIUIANMAST ... 99
LACK+KMP-11 PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezde goriintimii..... 100
L. infantum KMP-11 PCR iiriiniiniin One Shot Topl0 E. coli
kompetan hiicrelerine transformasyonu sonrasi tiretilen koloniler ........... 101
Kolonilerde rekombinant plazmid varligmin PCR tarama ile
dOZIUIANMAST ... 102
L. infantum KMP-11 PCR fiirliniiniin One Shot BL21 Star (DE3) E.
coli kompetan hiicrelerine transformasyonu sonrasi iiretilen koloniler. ... 103
Kolonilerde rekombinant plazmid varligmin PCR tarama ile
dOZIUIANMAST ... 104
0.5 mM IPTG konsantrasyonu ile indiikleme sonucu elde edilen
DANTIAN ... 105

1 mM IPTG konsantrasyonu ile indiikleme sonucu elde edilen bantlar ... 106



1. GIRIS VE AMAC

Leishmania cinsi protozoonlarm neden oldugu leishmaniasis, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO)’niin diinyada yoksulluga bagli bulasici hastaliklar ve ihmal edilmis tropikal
hastaliklar listelerinde {ist siralarda yer alan zoonotik karakterli ve vektor-kaynakli bir
hastaliktir (1). DSO verilerine gore leishmaniasis’in diinya genelinde 98 iilkede,
yaklagik 350 milyon insani tehdit ettigi ve yaklasik 12 milyon insanin enfekte oldugu
tahmin edilmektedir (2). Leishmaniasis’in morbiditesinin 900 bin-1,3 milyon araliginda,
mortalitesinin ise 20-50 bin araliginda oldugu tahmin edilmektedir (3). Bu rakamlara
gore leishmaniasis tropikal hastaliklar igerisinde morbiditede doérdiincii, mortalitede ise
ikinci sirada yer almaktadir (4). Insanlarda paraziter hastaliklar morbidite ve mortalite
acisinda  degerlendirildiginde leishmaniasis, morbidite bakimindan sitma ve
sistosomiyasisten sonra ii¢lincii sirada yer alirken mortalite bakimindan ise sitmadan

sonra ikinci sirada gelmektedir (5).

Gunumuze kadar Leishmania cinsinde belirlenen 53 tirden 31’inin memelilerde,
bunlardan da 20’den fazlasinin insanlarda leishmaniasise neden oldugu bilinmektedir
(6-8). Bu tiirlerin morfolojik olarak ayrimi yapilamamaktadir. Gelistirilen molekiiler
metotlar, izoenzim analizleri veya monoklonal antikorlar vb. modern yontemler

sayesinde tlir ayrimi1 miimkiin olabilmektedir (9).

Leishmaniasis vektor kaynakli bir paraziter hastaliktir. Eski Diinya Leishmania
tirlerinin vektorliginii Phlebotomus cinsi disi kum sinekleri, Yeni Diinya Leishmania
tirlerinin vektorliigiinii ise Lutzomyia cinsi disi kum sinekleri yapmaktadir. Parazit i¢in

bir¢ok memeli ve insan rezervuar olarak gorev almaktadir.

Leishmaniasis’in visseral leishmaniasis (VL), kutandz leishmaniasis (KL) ve

mukokutandz leishmaniasis (MKL) olmak {izere 3 ana tipi vardir. Bunlara sonradan



diffiiz kutanoz leishmaniasis (DKL) ve post-kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL)
eklenmistir. Hastaligin tipi Leishmania tiiriine ve o tiiriin izoenzim yapisina baglidir (9,

10).

Yaygin Leishmania tiirlerinden biri olan L. infantum Akdeniz havzasinda, Ortadogu ve

Asya tilkelerine kadar uzanan bolgede VL’e neden olmaktadir (11).

Leishmaniasisin kontrolii amaciyla yapilan as1 caligmalari halen devam etmektedir.
Bununla birlikte, leishmaniasise kars1 etkin bir as1 heniiz gelistirilememistir. L. infantum
aktive edilmis protein kinaz C reseptorii (LACK) geni ve kinetoplastid membran
proteini-11 (KMP-11) geni {igiincii nesil asilar olarak kabul edilen DNA as1 adaylar
arasinda yer almaktadir. Leishmaniasise karsi LACK ve KMP-11 gen bolgelerini ayri
ayr1 baz alan DNA agis1 ¢calismalar1 bulunmaktadir (12, 13).

Bu c¢aligmada, in vitro L. infantum kiiltiirinden genomik DNA izolasyonu sonrasi
LACK ve KMP-11 genlerinin amplifikasyonu, piirifiye amplikonlarin memelilerde
protein ekspresyonuna uygun ve DNA asis1 olarak kullanilabilecek bir plazmide
klonlanmasi, Esherichia coli kompetan hiicrelerinde LACK ve KMP-11 sub-
proteinlerini igeren fiizyon proteininin ekspresyonu, LACK ve KMP-11 genlerinin ve
flizyon proteininin Diinyada GenBank veri tabaninda mevcut sekanslarla
karsilastirilmast ve antijenik Ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma
sonucunda L. infantum LACK ve KMP-11 genlerini i¢ceren multi-antijenik plazmid ve
L. infantum LACK+KMP-11 fiizyon proteini elde edilmistir. Calismada elde edilen
trtinler sonraki caligmalarda gerek DNA, gerek protein ve gerekse DNA-protein asi

adaylar olarak kullanilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Leishmaniasis ve Leishmania Infantum
2.1.1. Tarihce

Leishmaniasis’e ait tespit edilebilen ilk kayitlar genellikle Eski Diinya formlarina aittir.
Leishmaniasis’in tarihsel gelisimi ile ilgili arastirmalarda M.O. 7. yiizyillda Kral
Ashurbanipal’in kiitiiphanesinde yer alan tabletler, ilk yazili kayitlar olarak dikkat
cekmektedir. Bu tabletlerde kutandz leishmaniasis (KL) lezyonlarina ait agiklamalar
gbdze carpmaktadir. M.S. 10. yiizyillda aralarinda Ibn-i Sina’min da bulundugu bazi
hekimlere ait kayitlarda da KL ile ilgili bilgiler yer almaktadir. Bu kayitlarda “Belh
yaras1” olarak isimlendirilen KL’in 6zellikle Kuzey Afganistan'da yaygin olarak
goriildiigii belirtilmektedir. Orta Dogu'nun cesitli bolgelerinden elde edilen benzer
kayitlarda da KL olgularindan bahsedilmektedir. Bu donemlerde KL’in

isimlendirilmesinde yerel adlar kullanilmigtir (14).

Visseral leishmaniasis (VL) veya kala-azar, tarihi gelisim igerisinde klinik benzerligi
olan diger hastaliklarla 6zellikle de sitma ile karistirllmigtir. VL tedavisinde, ilk olarak
sitma tedavisinde yaygin olarak kullanilan Kkinin kullanilmistir. Kinin uygulamasinin
basarisiz olmasi sonrasinda, 1824’de Hindistan’da Jessore tarafindan sitmadan farkli bir
atesli hastalik oldugu fark edilmistir. Hastalik 1862’de, Hindistan’in Bati Bengal
bolgesinde yer alan Burdwan’da salgin boyutlarina ulagmistir. Bu donemde birgok

klinisyen kala-azarin, sitmanin dldiiriicii bir formu oldugunu disiinmiistiir (15) .

Leishmaniasis’e neden olan parazit, ilk olarak 1901 yilinda Iskogyali patolog Sir
William Boog Leishman tarafindan bir Trypanosoma formu olarak tanimlanmistir. Ayni
yilda Sir Charles Donovan, leishmaniasis’e neden olan parazit tiirlerinin

Trypanosoma’dan farkli oldugunu tespit etmistir (16). Parazit, literatiire ilk olarak



Piroplasma donovani olarak kaydedilmis ve takiben Leishmania cinsinin
tanimlanmasiyla L. donovani adini almistir. Onceleri bir sporozoan oldugu diisiiniilen
parazitin, ilk olarak 1904 yilinda Leonard Rogers tarafindan bir kan kamgilisi
(hemoflagellat) oldugu ortaya konmustur. Akdeniz cevresinde cocuklarda yaygin
goriilen tlirtin farkli oldugu disliniilerek L. infantum adi verilmistir. Hastaligin
vektorliigiini Phlebotomus cinsi disi kum sineklerinin (tatarcik) yaptigi ilk olarak 1941

yilinda ortaya konmustur (17).
2.1.2. Siniflandirma

Baglangigta Leishmania cinsinin siniflandirilmasi, cografi dagilim, tropizm, antijenik
ozellikler ve klinik bulgular gibi eko-biyolojik kriterlere gore yapilmistir. Biyokimyasal
yontemlerin ve molekiiler analizlerin gelismesi ile birlikte patolojik ve cografik
kriterlerin genellikle yetersiz oldugu anlasilmistir. Bu nedenle, giincel siniflandirmada
kriter olarak Kinetoplast DNA’st (kDNA), protein, antijenler ve izoenzim analizleri
kullanilmaya baslanmistir (8, 9). Leishmania tiirlerinin modern siniflandirmasi Tablo
2.1.’de verilmistir (8).
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Sekil 2.1. Leishmania tiirlerinin modern taksonomisi (8).



Leishmania infantum’un giincel taksonomik siniflandirmasi asagidaki gibidir.

Domain : Eukarya

Siipergrup : Excavata

Sube : Euglenozoa

Simf . Kinetoplastida

Takim : Trypanosomatida

Aile : Trypanosomatidae

Altgrup : Euleishmania

Cins : Leishmania

Tiir : Leishmania infantum (Nicolle, 1908)

2.1.3. Morfoloji

Leishmania tiirlerinin yasam devrelerinde iki ana morfolojik form goriilmektedir.
Bunlar vektorde goriilen "promastigot” (Sekil 2.2.) ve memeli konakta goriilen

"amastigot"” (Sekil 2.3.) formlaridir.
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Sekil 2.2. Leishmania sp. promastigot formu (18).



Sekil 2.3. Kan ve doku kamgililarinin genel hayat donemleri (18).
1: Amastigot, 2: Promastigot, 3: Epimastigot, 4: Trypomastigot

Her iki evrede de ¢ekirdek yuvarlak veya oval goriiniimliidiir. Kinetoplast ise yuvarlak,

oval veya ¢ubuk seklinde goriilebilmektedir.

Promastigot form; 10-20 um uzunlukta 1,5-2,5 pm genislikte, mekik seklinde, aktif
hareket etme yetenegine sahip, hiicre disi formdur. Promastigotlar, amastigotlarin
parazitin vektorii olan Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi disi kum sineklerinin
bagirsaklarinda veya uygun besiyerlerinde morfolojik olarak farklilagsmasi ile olusurlar.
Promastigotlar hiicre disina uzanan bir kamciya sahiptirler. Hiicrenin anterior
bolgesinde yer alan bu kamc¢inin uzunlugu yaklasik 15-28 pm’dir. Promastigotlarda
goriilen organeller amastigotlarla ayn1 olmakla beraber iki form arasinda organel

sayilarinda degisiklikler olabilmektedir.

Amastigot form; oval sekilli, aktif hareket edemeyen, hiicre i¢i formdur. Amastigotlar

yaklagik 2-4 pum biiyiikliigindedirler. Amastigot form eski kaynaklarda “Leishman-



Donovan cismi” olarak tanimlanmaktadir. Amastigotlar memeli konakta ve insanda,
l6kositler, monositler veya endotel hiicreleri igerisinde, ayr1 ayr1 veya gruplar halinde
goriilebilirler. Bazi durumlarda amastigotlar hiicre disinda da goriilebilmektedir.
Posteriora yakin biiyiik bir ¢ekirdek ve c¢ekirdegin yaninda da kinetoplast tasirlar.
Sitoplazmalarinda hem diiz hem de graniillii endoplazmik reticulum (ER), golgi, vakuol,
lizozom, blefaroblast (kamg1 kokii), aksonem (kamginin sitoplazmada kalan kismi) ve
bir adet mitokondri bulunur. Ayrica sitoplazmalarinda Kinetoplastida sinifina 6zgii olan
ve glikolitik enzimler tasiyan glikozom organeli de yer almaktadir. Amastigotlarda

kamgi hiicre disina ¢gitkmamakta, bu nedenle de aktif hareket goriillmemektedir.

Her iki form da kinetoplasttan baglayarak ikiye boliinme seklinde g¢ogalmaktadir.
Kinetoplast boliinmesini ¢ekirdek ve sitoplazma boliinmeleri izler. Son olarak hiicre

zarinin da ayrilmasiyla parazit formlar1 boliinmesini ve ¢ogalmasini tamamlamais olur.
2.1.4. Hayat Dongiisii

Leishmania tiirlerinin hayat dongiisii Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi vektorlerle,
omurgali konak arasinda gerceklesmektedir. Vektorler, enfekte omurgali konaktan kan
emerken kan ile birlikte makrofajlarin i¢inde bulunan amastigotlar1 da alirlar. Emilen
kan tatarcigin orta midesinde bir membran ile sarilmakta ve sinegin sindirim enzimleri
bu membran ic¢ine salgilanmaktadir. Vektor tarafindan alinan amastigotlarin bir kismi
burada sindirilirken diger bir kismi sekil degistirmeden ikiye boliinerek ¢ogalir. Daha
sonra amastigotlarin viicudu uzar ve kamgi geliserek enfektif olmayan promastigot
formu olusur. Promastigotlar da ikiye boéliinerek ¢ogalmaya baglarlar. Bu donemdeki
promastigotlara "prosiklik promastigot" adi verilmektedir. Prosiklik promastigotlar
vektoriin sindirim kanalinda farkli boélgelere yerlesirler. Sindirim kanalinda yerlesilen

bolge, Leishmania tiiriine gore degisebilmektedir.

Parazit, vektoriin sindirim kanalindaki gelisim siiresince birkag¢ farklt morfolojik sekilde
goriilebilmektedir. Cogalmalarin siirdiiren parazitler salgiladiklar1 enzimlerle membrani
eriterek torasik mideye gecerler. ilk duruma gore daha uzun ve ince olan bu
promastigotlara "nektomonad" adi verilmektedir. Torasik midenin 6n ucundaki kapaga
geldiklerinde kamc1 yardimi ile bagirsak epitelindeki mikrovilluslara tutunurlar. Burada

gelisen promastigot formuna "haptomonad" adi verilmektedir. Haptomonad formundaki
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promastigotlar vektdriin midesinin 6n kisimlarina go¢ ederek yine kamgilari araciligiyla
0zofagus ve farinksdeki kivrimlara tutunurlar ve sindirim kanalinin tikanmasina neden
olabilirler. Promastigotlar bazen baglandiklar yerlerden go¢ ederek daha uzun ve kiiciik
formlar halinde vektoriin agiz parcalarina girerler. Vektoriin agiz parcalarinda parazit
boliinme gegirmemektedir. Enfektif olan bu promastigot formlarina ise "metasiklik
promastigotlar" ad1 verilmektedir. Metasiklik promastigotlar, omurgali konaktan enfekte

kanin alinmasindan 3-7 giin sonra vektoriin agiz parcalarinda goriilebilmektedir.

Promastigotlarin vektordeki ikiye boliinme siireci sirasi ile biiyiime, ikinci bazal cismin
ortaya ¢ikmasi, ikinci bazal cisimden ikinci kamg¢i olusmasi, kinetoplastin biiyiimesi,
cekirdek biiyiimesi ve boliinmesi, kinetoplast boliinmesi olaylari ile devam eder.
Cekirdek ve kinetoplast boliinmesi tamamlandiktan sonra sitoplazma boliinmesi baslar.
Promastigot iki kamg¢i arasindan arkaya dogru ilerleyen bdoliinme ekseni ile iki
promastigota ayrilir. Olusan her yeni hiicrede bir ¢ekirdek ve bir kinetoplast yer alir. Bu
iki yeni promastigot ana promastigotun yaklasik yaris1 biiyiikliiglindedir ve morfolojik
olarak benzerdir. Tek morfolojik farklilik birinin kamg¢isinin digerinden daha kisa

olmasidir.

Enfektif promastigotlar (metasiklik promastigotlar), vektdriin omurgali konaktan kan
emmesi sirasinda sinegin proboscisinden (hortum) omurgali konagin kanina gegerler.
Omurgali konagin ¢esitli savunma mekanizmalari ile karsilagirlar. Deriden viicuda giren
promastigotlar ilk saatlerde serumdaki kompleman sistem tarafindan tespit edilmekte ve
uygun hiicreler tarafindan fagosite edilmektedir. Fagosite edilen promastigotlar
kamcisint kaybederek tekrar amastigot sekline doniismektedir. Fagositoz yapan
hiicreler, omurgalinin makrofaj, monosit veya langerhans hiicreleri olup derideki
mononiikleer fagositik hiicrelerdir. Amastigotlar, fagositik vakuol (fagolizozom) i¢inde
kalmakta ve orada ikiye bdliinerek g¢ogalmaya devam etmektedir. Enfekte hiicre,
parazitin sayica ¢cogalmasi sonucu parcalanmakta ve amastigotlar serbest kalmaktadir.

Bu amastigotlar diger makrofajlar1 enfekte edebilmektedir.

Enfeksiyonun bundan sonraki seyrini Leishmania tiirii belirlemektedir. Enfeksiyon
deride sinirhi kalabildigi gibi (L. tropica), i¢ organlara da gb¢ edebilmektedir (L.

infantum).
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Enfekte makrofajlar kan dolagimi yoluyla dalak, karaciger ve kemik iligi olmak iizere
diger dokulara dogru hareket etmekte ve bu organlarda cesitli patolojilere sebep
olmaktadirlar. Ancak bu hareket konagin immiin sisteminin durumuna gore
degisiklikler gosterebilmektedir. Bazi durumlarda parazitler tiiriine uygun olmayan
yerlere de goc edebilmektedir. Leishmania tiirlerinin hayat doniisii genel olarak

asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil 2.4).
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2.1.5. Epidemiyoloji

Konak, rezervuar ve vektoriin ¢evre ve iklim sartlar1 ile olan iligkisi leishmaniasis
epidemiyolojisinde ¢ok onemlidir. Hastalik rakim, yagis, atmosferik sicaklik ve nem

gibi degisikliklerinden siddetle etkilenen bir karakteristige sahiptir (19).

Leishmaniasis kirsal alanlarda daha fazla goriilmekte olup diinya genelinde Giiney
Avrupa, Kuzey Afrika, Orta Dogu, Orta ve Gliney Amerika ve Hindistan bolgelerinde
60’dan fazla iilke i¢in endemiktir (20).

KL, 2008 yili Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore 82 iilkede goriilmekte ve her
yil 1,5 milyon yeni olgu kaydedilmektedir. Diinya’daki olgularin %90’indan fazlasi
Afganistan, Sudan, iran, Irak, Suriye, Suudi Arabistan, Cezayir, Peru, Kolombiya,
Bolivya ve Brezilya’da goriilmektedir. Tirkiye’ye smir Suriye’de 2003 ve 2004
yillarinda toplam 25.000 olgu/yil ve sadece Halep sehrinde ise 10 binin iizerinde yeni
olgu bildirimi yapilmistir (21).

VL olgularinin %90’ indan fazlas1 Hindistan ve Sudan’dan rapor edilmistir. Ayrica tim
VL vakalarinin neredeyse %901 Bihar Hint Devleti’nde goriilmiistiir. Sadece Bihar
Hint Devleti’nden 1977’den bu yana resmi olarak yaklasik 200.000 L. donovani
enfeksiyonu bildirilmistir. Agiklanan bu sayinin hastaligin gergek insidansinin altinda

oldugu ileri siiriilmiistiir (22).

DSO’niin 2013 verilerine goére KL ve VL olgularimin diinya genelinde dagilimi1 Sekil 2.5
ve Sekil 2.6°da gosterilmistir (23).
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Tiirkiye’de hemen hemen biitiin bolgelerde olgular bildirilmis olmakla birlikte VL daha
cok Ege ve Akdeniz bolgelerinde goriilmektedir. KL ise en yogun olarak Giineydogu
Anadolu bolgesinde Sanliurfa ilinde goriilmektedir. Saglik Bakanligi verilerine gore
1990-2010 yillar1 arasinda Tiirkiye’de toplam 46.003 yeni olgu saptanmis, bu olgularin
%96’s1 Sanliurfa, Adana, Osmaniye, Hatay, Diyarbakir, Mersin ve Kahramanmaras
illerinden bildirilmistir. Son 20 yildaki toplam olgularin ortalama %45°1 Sanlurfa’dan
bildirilmekle birlikte bu oranin giderek azaldig: fakat diger bolgelerin oranlarinin arttigi
gorilmektedir. Endemik bolgelerden diger yerlesim yerlerine yapilan seyahatler
sonucunda, endemik olmayan bolgelerde de vakalar goriilmeye baslanmistir (21, 24).
Ayrica Suriye i¢ savast nedeniyle Tirkiye’ye gergeklesen goc¢ yillik olgu sayisinin
artmasina neden olmaktadir. Bu durum &zellikle KL'in Tirkiye’deki epidemiyolojisini
etkilemektedir (25). HIV ve diger immiin yetmezliklerin giderek artmasi, seyahatler,
savaglar ve laboratuvar tanisindaki problemler de hastaligin yayilmasinda 6nemli rol

oynamaktadir (26).
2.1.6. Klinik Cesitlilik ve immiinoloji

Leishmaniasis klinik belirtileri, hem parazitin tiiriine hem de konagin immiin yanitina
baglt olarak degismektedir (27). Epidemiyolojik verilere gore Leishmania tiirlerinin
cogu genis bir konak cesitliligine sahip olup enfeksiyonlarin ¢ogu da asemptomatik
olarak subklinik seyretmektedir. Ote yandan insana daha az adaptif olan Leishmania
tirleri, asemptomatik tasiyicilardan KL’e ve daha malign olan VL’e kadar cesitli
enfeksiyonlar olusturabilmektedir. Insan enfektif bir kum sinegi tarafindan 1sirildiginda
gerceklesen parazit inokiilasyonu, leishmaniasisin gelismesine sebep olabildigi gibi
saglik tizerinde herhangi bir etki de olusturmayabilir. Asemptomatik tasiyict orani tam
olarak bilinmemekle birlikte yapilan ¢alismalar bu oranin beklenenden daha yiiksek
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin, Balear Adalari'nda donérlerin %22’sinin
kanindan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile L. infantum’un DNA’s1 amplifiye
edilmistir. Ayrica Brezilya, Giiney Fransa ve Hindistan’dan da asemptomatik tasiyicilar
bildirilmistir. Bu veriler, asemptomatik insan konaklarin, parazitin hayat dongiisiinde ve

neslinin devaminda 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (28).
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Leishmaniasis 6nemli derecede morbidite ve mortaliteye sahiptir. Insanlarda hastaligin
en az dort 6nemli formu goriilmektedir. Bunlar: KL, DKL, MKL ve VL’dir. KL, Eski
Diinya’da ¢ogunlukla tedavi gerektirmeksizin iyilesebilmektedir. KL lezyonlar1 6miir
boyu kalacak estetik lekeler olusturabilmektedir. DKL ise hiicre-aracili bagisik yaniti
yetersiz olan kisilerde ortaya ¢ikmaktadir. DKL, lepramat6z lepraya benzeyen yaygin
lezyonlar gdstermesi, kendiliginden iyilesme goriilmemesi ve tedavi edildikten sonra
relapslarin  goriilebilmesinden dolayr daha tehlikeli bir form olarak karsimiza
cikmaktadir. DKL, hasta lizerindeki yikici etkilerinin fazla olmasindan dolay1 daha 6zel
olup ayni zamanda bir halk saglig1 sorunu olarak kabul edilmektedir. MKL, oro-nazal
ve faringeal bosluklarda genis tahribata ve {irkiitiicii boyutta sekil bozan lezyonlara yol
acabilmektedir. Ayrica yiizde yaralanmalara ve dolayisiyla da hasta i¢in omiir boyu
slirecek biiyiik sikintilara neden olmaktadir. Leishmaniasis’in en tehlikeli formu olan ve
kala-azar olarak da bilinen VL, dalgali ates, kilo kaybi, splemomegali, hepatomegali,
lenfadenopati ve anemi ile karakterize olmaktadir. VL tedavi edilmediginde hemen
hemen tiim vakalar 6liimle sonlanmaktadir. Ayn1 zamanda yiiksek 6liim oranina sahip
biiytik dlgekli salginlara da neden olmaktadir. Hastalarda VL’nin tedavisinden sonra
post-kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL) adli kronik deri formu gelisebilmektedir.
Post-kala-azar dermal leishmaniasis uzun siireli ve maliyeti yiiksek bir tedavi siireci
gerektirmektedir. Hindistan’da VL tedavisi goren hastalarin %5-15’inde tedaviden 1-2
yil sonra PKDL goriildiigii bildirilmistir (29). Leishmaniasis’te goriilen farkli klinik
formlar, konagin adaptif immiin cevabi ile 6zellikle de hiicresel ve humoral bagisiklik

arasindaki denge ile yakindan ilgilidir (30).

Cogu bireyin asemptomatik kalmasi insanda leishmaniasis’e kars1 dogal immiin cevabin
paraziti elimine ettigini veya kontrol altina alabildigini gostermektedir. Leishmania
parazitleri, konak makrofajlar1 iginde amastigot olarak bulunurlar ve bdylece konak
immiin cevabindan gizlenerek ¢ogalmaya devam ederler. Leishmania parazitleri ile ilk
temas eden konak hiicreleri makrofajlardir. Bu nedenle makrofajlar, konagin immiin
cevabinda anahtar hiicreler olarak kabul edilirler. Hem makrofajlar hem de dendritik
hiicreler MHC (Major Histocompability Complex) molekiilleri ile T hiicrelerine
parazitin antijenlerini sunarlar. Bu kazanilmis bagisiklik tepkisidir. Bu adim sitokin ve
sunulan Leishmania polipeptitlerine bagli olarak verilecek immiin cevabi belirleyecegi

icin temel basamak kabul edilmektedir. Buna bagli olarak Leishmania parazitleri,
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kismen antijen sunum siirecinden ve kismen de T hiicre aracili bagigikliktan kagabilmek

amaciyla gesitli stratejiler kazanmustir (31).

KL’de parazitin tiiriine gore degisen farkli Th-1 cevab1 gozlenmistir. DKL de ise Th-1
cevabi yoktur. Bunun yerine Th-2 cevabi1 gézlenmektedir. Th-1 cevabi goriilmemesi
tedavi edilmeden iyilesmemesinin sebebidir. MKL’de ise yiiksek interferon-y (IFN-y)
diizeyleri ile birlikte karistk Th-1/Th-2 cevabi goriilmektedir. VL’de ise yine karisik
Th-1/Th-2 cevabr ile birlikte IFN-y ve interlokin-10 (IL-10) {iretimi goriilmektedir.
Bununla birlikte asemptomatik bireylerde veya subklinik VL tasiyan bireylerde de
periferal kan mononiikleer hiicrelerinin (PBMC) proliferasyonu ile birlikte 1L-2, IFN-y
ve IL-12 iiretimi goriilmektedir. Ayrica tedavi edilen hastalarda IFN-y ve IL-4 iireten
Th-1 ve Th-2 klonlar1 izole edilmistir (32).

2.1.7. Tam

Konak, leishmaniasis’i kulugka doneminde asemptomatik olarak tasiyor olabilir veya
tedavisiz iyilesebilir. Klinik bulgular g¢ogunlukla spesifik olmayabilir ve diger
hastaliklar da klinigi maskeliyor olabilir. Dolayisiyla klinik belirtiler, leishmaniasis’te

kesin tani i¢in yeterli degildir.

Leishmaniasis’in tanisi, genellikle doku aspiratlarinda veya biyopsi oOrneklerinde
amastigotlarin tespit edilmesine dayanmaktadir. Etkensel tani1 olarak kemik iligi, lenf
nodu ve dalak aspirasyonlari, idrar 6rnegi ve boyama teknikleri kullanilmaktadir. Ayrica
prolin ile tamponlanmis tuz soliisyonu (PBSS) ve Novy-MacNeal-Nicolle (NNN)
besiyerinde Leishmania kiiltiirii yapilmasi da tanida kullanilmaktadir. Test hizli, ucuz ve
yiiksek bir spesifiteye sahiptir. Ancak duyarliligi azdir. Kiiltiir duyarliligi, kullanilan
yontemin tipine (yari1 kanli iki fazli yontem en verimlisidir), kullanilan kiiltiirlerin
flakon sayisina (aspire edilip ¢esitli siselere konulan birka¢ damla bize en iyi sonuglari
verir) ve alman numunelerin sayisina (gesitli enfekte nodiillerin coklu aspiratlari

duyarlilig: artirir) baghdir.

Serolojik tani olarak Leishmanin (Montenegro) Deri Testi (LDT), Direkt Agliitinasyon
Testi (DAT), IFAT, ELISA, Western-Blot, Formol-Jel testleri de kullanilmaktadir. KL
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tanisinda serolojik testler ¢ok tercih edilmemekle birlikte Leishmanin Deri Testi (LDT)

On plana ¢ikmaktadir.

Molekiiler tan1 olarak PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile periferal kanda ve doku
aspiratlarinda Leishmania DNA tespiti yapilabilmektedir. Baz1 serilerde tan1 duyarliligi
%70-93’lere ulagsmaktadir (33).

2.1.8. Tedavi

VL tedavisinde yaygin olarak bes degerli (pentavalan) antimon bilesikleri
kullanilmaktadir. Bu bilesiklerden meglumine antimoniate (Glucantime) ve sodium
stibogluconate (Pentostam) tedavide olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.
Pentavalan antimon bilesiklerine karsi artan direng en 6nemli problemdir. Bu durum,
Hindistan Kuzey Bihar’da antimon tedavisinde basart oranini %350’den fazla
diistirmiistiir (34). Pentavalan antimon bilesikleri, intravendz veya intramuskuler olarak
kullanilabilmektedir. intramuskuler yapilan uygulamalarinda muskuler fibrozis ve abse
olusumu gibi yan etkileri oldugundan subkutan kullanimi tavsiye edilmektedir.
Remisyonu indiikklemek amaciyla, pentavalan antimon bilesiklerine IFN-y’nin

eklenmesi ile basarili sonuglar elde edilmistir (35).

Pentavalan antimon bilesiklerine direncli olgularda Amphotericin B tercih edilmektedir.
Amphotericin B, Streptomyces nodosus aktinomisetlerinden elde edilen makrolid grubu
bir preparattir. Ozellikle anti-fungal olmasina karsin bazi protozoonlarda da etkinligi
saptanmigtir. Bu ilag nefrotoksik 6zelligi sebebiyle fazla tercih edilmemektedir (36).
Gelir seviyesi yiiksek iilkelerde liposomal Amphotericin B (L-AMB), VL tedavisinde
oncelikli secenek olmakla birlikte, yiiksek maliyeti nedeniyle hastaligin endemik oldugu

dar gelirli iilkelerde kullanim oran1 diisiiktiir (37).

Miltefosin, leishmaniasis’e karsi ilk oral-aktif ilag olarak tanimlanmistir. Bu ilagla
yapilan caligsmalar 3-4 hafta icerisinde %95-100’lere ulasan olumlu sonuglar vermistir
(38). Miltefosinin tedavi potansiyelinin yiiksek oldugu disiiniilmekle birlikte
kullaniminin uygunlugu ve miltefosine karsi olas1 direng ile ilgili endiseler devam

etmektedir (34).
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Direngli VL olgularinda kullanilan diger bir ilag da pentamidin olmakla birlikte

toksisitesi nedeni ile kullanimi sinirlandirilmstir (38, 39).

Kuzey Bihar’da direncli olgularda paramomisin (aminosidin) etkili bir sekilde
kullanilmasina ragmen Sudan, Kenya ve Etiyopya’da paramomisin, sodium

stibogluconate ve bu ikisini birlikte igeren ilaglar tedavide etkisiz kalmistir (40).

Hindistan’da yapilan faz III g¢alismalarinda miltefosin, paramomisin ve (L-AMB)
kademeli olarak uygulanarak 6 aylik bir siiregte %97’lere ulasan tedavi basarisi elde

edilmistir (41).

KL, Eski Diinya’da hastalarin %90°dan fazlasinda spontane olarak iyilesebilmektedir.
KL lokal tedavisinde kriyoterapi uygulanmakta ve %77 den %100’e kadar basar1 elde
edilebilmektedir (42). Diger taraftan lokal infrared lambalarla da olumlu sonuglar
alinmigtir (43). Ayrica paramomisin-metilbenzetonium ve paramomisin-pentavalan
antimon kombinasyonlar1 da kullanilarak yaklasik %75 oraninda tedavi basarisi elde

edilebilmistir (34).
2.1.9. Korunma

Leishmaniasis’in vektoér kaynakli ve zoonotik bir hastalik olmasi nedeniyle hasta,
rezervuar ve vektdrii kapsayan korunma yontemleri uygulanmaktadir. Insektisit
kullaninm1 ve tatarciklarin konaklara ulagsmasini engelleyecek tedbirler vektorlere
yonelik yontemlerdir. Rezervuar olabilecek kopeklerin serolojik testlerinin yapilmasi ve
pozitif ¢ikanlarin ya tedavilerinin yapilmasi ya da ortamdan uzaklastirilmasi diger bir
korunma yoludur. Hastalarla ilgili olarak da dogru ve zamaninda tan1 ve tedavi 6nem
tasimaktadir. Ayrica heniiz efektif bir asi olmamakla birlikte as1 galismalart devam

etmektedir.
2.1.10. Leishmania infantum

Leishmania infantum, Eski Diinya'nin Akdeniz bélgesinde bulunan ve infantil visseral
leishmaniase (VL) neden olan Leishmania tiiriidiir. Latin Amerika’da L. chagasi olarak
adlandirilmigtir (44, 45). Ayrica bazi olgularda KL nedeni olarak da bildirilmistir (46).

Vahsi kanidler ve evcil kopekler bu mikroorganizmanin dogal rezervuarlaridir. Bazi
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aragtirmacilar L. infantum ile L. donovani tiirlerinin birbirine ¢ok benzer olduklarini ve
aslinda birbirinin alt tiirii olmas1 gerektigini ileri siirmiislerdir (47). Ancak yapilan
filogenetik analizler bu iki tiirlin benzer olmakla beraber ayr tiirler olduklarini

gostermistir (48).

2.2. As1ve As1 Calismalari

Asilar; bir canliya belli bir enfeksiyona karsi korunmasi amaciyla verilen, canlinin
bagisiklik sistemini uyararak hiimoral ve hiicresel yanit olusturabilen aktif immiinojenik
bilesikler olarak tamimlanmaktadir. 1796’da Cowpox virlisinden hazirlanan
zayiflatilmis canli virlis asisi, modern asilamanin ilk 6rnegi olarak kabul edilmektedir.
Bu baglangicin ardindan ¢esitli bakteri ve viriislerin sebep oldugu bir¢ok hastaliga karst

as1 gelistirilmesinde basar1 saglamistir.

Parazitlerin biyolojik ve immiinogenetik yapilarinin bakteri ve viriislere gore daha
kompleks olmasi, paraziter enfeksiyonlara karsi as1 gelistirilmesinde zorluklara neden
olmaktadir. Paraziter enfeksiyonlara, 6zellikle de prevalansi yiiksek olan sitma ve
leishmaniasis’e karsi asi ¢alismalart uzun yillardan beri yogun sekilde devam
etmektedir. Ancak paraziter hastaliklara karsi efektif bir as1 heniiz gelistirilememistir
(49). Sitma ve leishmaniasis as1 adaylarindan bazilarmin faz III ¢aligmalar1 devam

etmektedir (50, 51).

Diger parazitlerde oldugu gibi leishmaniasis’e karsi da insanda heniiz kullanima
sunulmug bir as1 bulunmamaktadir. Leishmaniasis’e kars1 as1 gelistirmede karsilagilan
bazi temel zorluklar vardir. Bunlar: parazitin lipofosfoglikan (LPG) yapisinin gesitliligi,
konagin immiin Sisteminden kagma stratejilerinin farkliligi ve insan niifusunun
heterojen genetik yapisi en basta gelen giicliiklerdir. Ayrica insan leishmaniasis’inin
klinik o6zelliklerini yansitan dogru bir in-vivo hayvan modelinin olmamas: da as1
calismalarini  sinirlamaktadir. Ancak, Leishmania genom ¢alismalart ve giincel
biyoteknolojik gelismeler asi ¢aligmalari i¢in 6nemli bir itici gli¢ olusturmustur. Birgok
arastirma merkezinde anti-leishmanial as1 ¢alismalar siirdiiriilmektedir. Son zamanlarda
ozellikle dliimciil VL ile ilgili as1 calismalar1 halk sagligi acisindan énemli bir hedef

olarak diistintilmektedir (52).
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Leishmaniasis’e karsi gelistirilen aday asilar; birinci, ikinci ve ti¢lincii nesil asilar olarak

li¢c ana gruba ayrilmaktadir.
2.2.1. Birinci Nesil Asilar

Konak viicuduna parazitin canli olarak veya oldiiriilmiis olarak verilmesi metodunun

kullanildig1 agilardir.

2.2.1.1. Canh Ateniie Parazit Asilari

Leishmania suslarinin farkli metotlarla virulanslarimin azaltilmasi ile elde edilen
asilardir. Bu yontemde parazitler virulanslarinin azaltilmasi amaciyla uzun siireli
kiiltirde tutma, radyasyona tabi tutma, gentamisinle veya bazi kimyasal ajanlarla
muamele etme gibi metotlar kullanilmaktadir (51). Bu yontemlerinden biri
“Leishmanizasyon” olarak isimlendirilen yontemdir. Bir asilama yontemi olarak kabul
edilirligi tartigmali olan Leishmanizasyon metodunda aktif lezyonlu bolgeden alinan
parazitlerin, bir bdlgeye inokiile edilmesi ve lezyonun iyilegsmesi sonucu korunmanin
elde edilmesi planlanmigtir (53). Leishmanizasyon, Eski Sovyetler Birligi, Israil ve
[ran’da uzun siire insanlarda L. major’ un neden oldugu KL’i énlemek icin basarili bir
sekilde kullanilmistir. Leishmanizasyon halen Ozbekistan gibi bazi Asya iilkelerinde
benzer amaclarla asilama icin kullanilmaktadir. Ancak yoOntemin standardize
edilememesi, kullanilan susun virulansindaki degisiklikler, zaman zaman inokiile edilen
bolgede inatg1 ve devam eden lezyonlarin olugmasi, yaygin kullanimini 6nleyen en

onemli etkenler olmaktadir (54).
2.2.1.2. Olii Parazit Asilar

Olii parazit asilari, hem koruyucu hem de tedavi edici ozellige sahip olmalari ile
karakterize olurlar. Parazitin ham total antijenlerini iceren ilk 6li parazit as1 ¢alismasi
1940’larda Brezilya’da yapilmustir. ilk &lii parazit as1 ¢alismalarinda ¢ogunlukla KL
tizerinde yogunlagilmistir. Amerika'da, genis bir grup iizerinde otoklavlanmis L.
amazonensis lizatlarindan elde edilen as1 kullanilmis ve asinin etkinligi %54,38 olarak
bildirilmistir (55).
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2.2.2. ikinci Nesil Asilar
2.2.2.1. Gen Ekleme veya Uzaklastirma ile Elde Edilen Canh Asilar

Bu gruba ait olan asilar canli parazitlerden belli bir genin uzaklastirilmasi (knock-out)
veya eklenmesi (knock in) yolu ile elde edilir. Bu tiir canli asilar sadece immiin cevap
olusturmada yeterli olup, hastalik olusturmamaktadir. Knock-out Leishmania asilarina
dihidrofolat reduktaz, timidilat sentaz, sistein proteinaz veya biyoperitin transporter gibi
onemli genleri uzaklastirilmasi ile elde edilen asilar 6rnek olarak verilebilir. Knock-in
Leishmania asilarina ise Herpes-I viriistiniin ganciclovire duyarl timidin kinaz genleri
veya Saccharomyces cerevisae’ye ait 5-florositozine duyarli sitozin deaminaz geni gibi
ilag duyarlilik genlerinin Leishmania genomuna eklenmesi ile elde edilen asilar 6rnek
olarak verilebilir (56). Knock-out ve knock-in Leishmania asilar1 ile immunize edilen
farelerde leishmaniasise karsi degisen derecelere direng elde edilmekle birlikte, insanlar
icin canlt parazitlerin as1 olarak kullannmimin etik olarak uygun olmadig

diistiniilmektedir (12).
2.2.2.2. Saflastirilmis Antijen Asilari

Bu gruba ait olan asilar, parazitlerin hiicre ylizeyinde bulunan en Onemli yiizey
molekiilleri olan glikokonjugatlarin izolasyonu ve daha sonra cesitli yontemlerle
saflastirilmasi ile elde edilmektedir. Glikokonjugatlar parazitler tarafindan kendilerini
memeli konak ¢esitli salgilarindan korunma ve mevcut ortama adapte olma amaciyla
kullanilmaktadir. Parazitlerin kamg¢is1 da dahil olmak {iizere biitiin yiizeyinde bulunan
Lipofosfoglikan (LPG), Leishmania promastigotlarinin hiicre yiizey
glikokonjugatlarindan elde edilmektedir. Parazitin makrofajlar tarafindan reseptor
araciligiyla alinmasinda bu antijenlerin 6nemli rolii bulunmaktadir. Leishmania major
ve Leishmania donovani’den izole edilen LPG ile yapilan ¢alismalarda, LPG’nin imit

verici bir as1 aday1 olabilecegi iddia edilmistir.

Diger genis kapsamli ¢aligmalardan biri de parazitin yiizeyinde bulunan glikoprotein-63
(GP63) veya leishmanolizindir. L. major tiiriinden elde edilen saflagtirilmis GP63 ile,
hem L. mexicana hem de L. major’a karsi koruma saglanmistir. Kopeklerde yapilan

caligmalarda L. infantum ’dan hazirlanan yari-saflagtirilmis liyofilize proteinler faz III
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denemelerinde olumlu sonuglar vermistir. Farelerde yapilan bir ¢alismada da L.
donovani promastigotlarindan izole edilen DP72 glikoproteininin L. major’a karsi
koruma saglayabildigi gozlenmistir. Saflastirilmis antijen asilar1 elde etmek igin bol
miktarda parazit tiretimi gerektiginden bu konuda yapilan ¢alismalar faz Ila veya faz 111

asamalarina heniiz ulasamamuistir (56).
2.2.2.3. Rekombinant Antijenler

Rekombinant antijen asilar, rekombinant bakterilerin, baz1 parazitlerin veya viriislerin
Leishmania tiirlerine ait antijenlerin tasiyicisi ve adjuvan olarak kullanilmasiyla elde
edilmektedir. Bu tasiyici canlilar Leishmania parazitlerine ait antijenleri eksprese
edebilmektedir. Bakterilerin kullanildigi asilara 6rnek olarak L. major GP63 yiizey
proteazi klonlanmig Salmonella thypymurium, L. chagasi antijeni klonlanmis BCG
verilebilir. Parazitlerin kullanildigi asilara KMP—11 geni klonlanmis Toxoplasma gondii

ornek verilebilir.

C kinaz aktivasyon reseptorii olan LACK proteini, Leishmania hayat dongiisiiniin tim
asamalarinda bulunan bir yap1 olup, rekombinant LACK’mn IL-12 adjuvamn ile birlikte
verilmesi ile asilama, farede kisa siireli koruyucu cevabi tetiklemis ancak uzun siireli

immiiniteyi saglayamamustir.

Memeli konaklarda immiin cevabin olusturulmasinda parazitin amastigot formunda
bulunan antijenler yasami, ¢ogalmasi ve hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda rol
oynadiklar1 i¢in ila¢ veya as1 hedefleri olarak incelenmektedir. Ayrica tanimlanmis tek
molekiillerden farkli olarak, deney hayvanlarinda VL’e karst koruma gelistirmek
amaciyla multikomponent asilar incelenmektedir. Kopeklerde yapilan bir ¢alismada L.
infantum’a ait sitoplazmik proteinler olan Lip2A, Lip2B, PO ve Histon2A’ nin
kombinasyonu olan rekombinant-Q proteini, canli BCG ile birlikte as1 olarak
uygulanmis ve klinik diizeyde en az %90 korunma sagladigi saptanmistir.
Leishmaniasis rekombinant protein as1 adaylar1 tek basina, kombine olarak veya
poliprotein veya kimerazlarla birlikte kullanilarak etkinligi incelenmistir (56).

Visseral leishmaniasise karsi test edilen bazi rekombinant proteinler ve poliproteinler,
hedeflenen parazit tiirii, kullanilan hayvan modeli ve as1 etkinligi Tablo 2.1°de

verilmistir (57).
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Tablo 2.1. Visseral leishmaniasise karsi test edilen bazi rekombinant proteinler ve poliproteinler (57).

Sira Protein Hedef tiir Model Asi etkinligi
1 A2 L. infantum Beagle kopegi  Kismi koruma
2  Aldolase L. donovani Hamster Kismi koruma
3 Cysteine-peptidases L. infantum Beagle kopegi  Koruyucu degil
4  Cysteine-proteinase Il L. infantum BALBI/c fare Kismi koruma
5 Cyclophilin1 L. infantum BALB/c fare Yiiksek koruma
6 dp72 L. infantum BALB/c fare Kismi koruma
7 elF2 L. donovani Hamster 65% koruma
8 HASPB1 L. donovani BALB/c fare 70% — 90% koruma
9 LCR1 L. infantum BALB/c fare Kismi koruma
10 LdSir2HP L. donovani Hamster Yiiksek koruma
11  LeishH1 L. infantum BALB/c fare Yiiksek koruma
12 L3/L5 L. infantum BALB/c fare Yiiksek koruma
13 NH36 L. infantum BALB/c fare 80% koruma
14 ORFF L. donovani BALB/c fare Kismi koruma
15 78 kDa protein L. donovani BALBI/c fare Yiiksek koruma
16 A2/CPAICPB’ L.infantum  BALB/cfare  Yiiksek koruma
17 KSAC’ L.infantum  C57BL/6 fare  Yiiksek koruma
18  Leish-111f" L.infantum  Beagle kopegi ~ Koruyucu degil
19 NS protein” L. donovani BALBI/c fare Yiiksek koruma
20 Qprotein’ L.infantum  Beagle kdpegi  90% koruma
21 8E/p21/SMT" L.donovani  C57BL/6 fare  Yiiksek koruma

“Poliprotein veya kimerik ast

2.2.3. Uciincii Nesil Asilar

2.2.3.1. DNA Asilan

DNA agilari, daha dayanikli olmalari, iiretim maliyetlerinin daha diisiik olmasi,

taginmasinda soguk bir ortama ihtiya¢ duymamasi, bir¢ok genin bir araya getirebilmesi

gibi Ozellikler sayesinde rekombinant protein asilarina gore daha kullanighdirlar.

Genelde rekombinant as1 aday1 olarak kullanilan antijenlere ait DNA dizileri as1 olarak

da kullanilmaktadir. DNA asilari, tekli as1 veya kombine as1 olarak denenmistir. Bazi

DNA agsilar1 rekombinant proteini eksprese eden bir virlis seklinde de denenmistir.

Ayrica agilarin etkinligini arttirmak icin bazi ¢alismalarda adjuvanlar da kullanilmistir.
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DNA agist ile ilgili ¢calismalar farelerde KL ve VL’ye, hamsterlar ve kopeklerdeki
VL’ye kars1 yapilmistir. Bu c¢alismalarin bir kisminda kiiltiir ortaminda parazitin
virulansi azaltilmis, diger bir kisminda ise Leishmania ile enfekte olmus farelerden izole

edilmis virulan parazitler kullanilmistir.

Leishmaniasis’e karsi test edilen DNA asilarinda kullanilan bazi genler, ¢alisma yapilan
hayvan modeli, hedeflenen leismaniasis ¢esidi ve hedeflenen parazit tiirleri Tablo 2.2’de

verilmistir (58).

Tablo 2.2. Leishmaniasis’e karsi DNA as1 aday1 olarak se¢ilen bazi genler (58).

Kullanilan Hedeflenen Hedeflenen Leishmania
Sira  As1 Aday1 Gen Hayvan Leishmaniasis .
- . qe tiirleri
Modeli cesidi
1 LACK Canin, Fare VL, CL L. donovani, L. chagasi,
k ' L. major, L. infantum
2 GP63 Fare, Canin CL, VL L. major, L. infantum
3 KMP11 Fare CL, VL L. major L. donovani
4 CPB Canin, Fare VL, CL L. infantum, L. major
5 ORFF Fare VL L. donovani
6 NH 36 Fare VL, CL L. chagasi, L. maxicana
7 TRYP Canin VL L. infantum
8 PSA-2 Fare CL L. major

2.2.3.2. Multi-antijenik DNA asilari

Son yillarda ikinci ve tigiincii nesil as1 ¢aligmalarinda genlerin ve antijenlerin tek olarak
kullanilmasimnin yaninda, iki veya daha fazla gen ve antijenden olusan kombinasyonlar
da kullanimaya baglanmigtir. Bu multi-antijenik asilara uygun adjuvanlar da

eklenebilmektedir.

Leishmaniasise karst DNA asis1 gelistirilmesi ¢calismalarinda parazite ait immunijenitesi
yiksek olan as1 adayr genler oOncelikle tekli olarak plazmidlere yerlestirilmis ve
koruyucu etkinlikleri arastirilmistir. Son yillarda yapilan calismalarda, tek baglarina
immunojenitesi yeterli olmayan bu genlerin ayni1 plazmide sirali olarak yerlestirilmesi

ile elde edilen multi-antijenik asilar 6ne g¢ikmaktadir. Bu asilar multi-subunit asilar
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olarak da adlandirilmaktadir. Bu asilarda faz ¢alismalart devam etmektedir (58, 59).
Leishmaniasise karst multi-antijenik as1 adaylarimin kullanildigi hayvan deneylerinde
umut verici sonuglar elde edilmektedir. Bu nedenle giintimiizdeki klinik ¢alismalar daha
cok multi-antijenik as1 adaylarina ydnelmistir. insanlarda visseral leishmaniasi’e karsi
faz-II klinik ¢alismalar1 devam eden ve Leish-111f olarak adlandirilan multi-antijenik
as1 adayi, parazitin hayat dongiisiinde nispeten korunmus olan TSA, LmSTI1 ve LeiF
proteinlerinden olusan bir fiizyon proteinidir (60). VL’e kars1 DNA asis1 gelistirilmesi
caligmalarinda parazite ait immunijenitesi yiiksek olan as1 aday1 genler oncelikle tekli
olarak plazmidlere yerlestirilmis ve koruyucu etkinlikleri arastirilmistir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda ise tek baslarina immunijenitesi yeterli olmayan bu genlerin ayni
plazmide sirali olarak yerlestirilmesi ile elde edilen multi-antijenik asilar 6ne
¢ikmaktadir. Bu asilar, multi-subunit asilar olarak da adlandirilmaktadir. Bu asilarda faz
caligmalart devam etmektedir (69, 70). Leishmaniasis’e karsi klinik arastirmalart devam

eden ve bazilart CVL’e karst lisanslanmis olan as1 adaylar1 Sekil 2.7°de 6zet olarak

verilmistir.
Anti-leishmanial
as1 adaylan
‘
Visseral
leishmaniasis
Korunmus e
3 proteinden olusan LIESP/QA-21
flizyon proteini
(TSA,LmSTII,LelF) Rekombinant A2

Fukoz-mannoz ligand antijeni + saponin
(FML) + saponin

v y
Insanlarda
Faz-11 klinik Canin visseral leishmaniasise
test asamasinda

kars1 kullanimina
Brezilya'da lisans verildi.
canin visseral leishmaniasise
karsi kullanimina
lisans verildi.

Sekil 2.7. Klinik arastirma agamasindaki anti-leishmanial ag1 adaylar1 (60).
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2.3. Adjuvanlar

Adjuvanlar, as1 igerisinde antijenlerine karsi bagisiklik tepkisini arttirmak veya
degistirmek i¢in kullanilan katki maddeleri olarak tanimlanabilir. Leishmaniasise karsi
yeterli koruma saglayamayan asi adaylarmin etkisini arttirmak ic¢in adjuvanlar
kullanilmaktadir. As1 gelistirilmesindeki en biiylik engel T hiicrelerini uyaran giivenli ve
etkili adjuvanlarin elde edilememesidir. Leishmaniasis as1 adaylarinda adjuvan olarak
kullanilan molekiillerden biri interlokin-12 (IL-12)’dir. IL-12’nin KL hayvan
modellerinde onleyici etkinligi gosterilmistir. Ancak IL—12’ nin dezavantaji immiinize
antijenlere giiclii immiin yanit olusturmada yetersiz olmasidir. Diger bir adjuvan aday1
ise monofosforil lipid A (MPL®)’dir. MPL® klinikte insanda, malarya asilarinda, hepatit
B’de, genital herpes, alerji asir1 duyarliliginda ve insan papilloma viriisiinde adjuvan
olarak kullanilmaktadir. insan hastaliklar1 i¢in muhtemel adjuvan adayi olan MPL®nin,
sistemik toksisitesi olduguna dair kanit bulunamamus, iyi tolere edildigi belirlenmis ve
insan kullammi icin T-hiicre adjuvami olarak onaylanmustir. Boylece MPL"’nin
leishmaniasis i¢in as1 adjuvant olarak kullanilmasinin iyi bir ¢6ziim oldugu
belirlenmistir. Bunun yani sira MPL®, TLR-4 (Toll benzeri reseptor 4)’e antijen sunan
hiicreleri aktive ettigi i¢in, leishmaniasis’e karst dogal ve kazanilmis bagisikliga katkida

bulunan uygun bir adjuvandir.

Insan asilarinda onaylanmus diger iki adjuvan; kuvvetli antikor cevabini uyaran, ancak
antijen-spesifik Th-1 yanitinin zayif indiikleyicisi olan, alum ve squalendir. Canli
vektorlerin, IL—-12’nin, saf DNA’nmin veya mikrokiirelerin kullanimi ile
oligoniikleotidler i¢gine DNA eklenmesi (CpG dizileri) gibi stratejiler, klinik Oncesi
modellerde genis olarak degerlendirilmistir (56).

BALB/c farenin Leishmania C kinaz (LACK) proteini ve adjuvan olarak IL-12
karisimiyla asilanmasiyla L. major’e karsi kisa siireli immiin cevap olusumu
goriilmiistiir. LACK antijeni, LACK DNA’s1 ve IL-12 DNA’sindan olusan kombine as1

ile uzun siireli koruma saglanabilmistir.

2.4. Lack Geni

Leishmania Homolog Aktive C Kinaz Reseptorii (LACK) geni 939 bp’lik DNA dizisine
sahiptir. LACK geni tarafindan kodlanan LACK antijeni ise 313 aminoasit igerir ve 36-
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kDa molekiiler agirliga sahiptir. LACK antijeni dkaryotlarla siirli olup WD-40 protein
ailesinde yer alir ve parazitin hayat donemlerinde ¢ok sayida diizenleyici fonksiyona
sahiptir (61). LACK antijeni, Leishmania tiirlerinin hem amastigot hem de promastigot

donemlerinde yiiksek derecede korunmus bir yapidir (62).

L. infantum LACK geni tasiyan DNA plazmidi ve rekombinant vaccinia viriisiiniin
(rVV) BALB/c farelere uygulanmasi ile KL’e kars1 bagisiklik saglandigi gosterilmistir
(63, 64). LACK antijenine ait DNA’nin leishmaniasise karsi immiinojenitesi birgok

calismada dogrulanmistir (65-67).

LACK antijeninin L. major enfeksiyonunda immiinopatojenik roliiniin tespit edilmesi,
antijenin leishmaniasis i¢in potansiyel bir as1 aday1 olarak biiyiik ilgi gormesine ve bu

antijen tizerinde yogunlasilmasina sebep olmustur (68).

2.5. KMP-11 Geni

Leishmania cinsinin iginde bulundugu Kinetoplastida simifinin tiim tyelerinde yiiksek
diizeyde korunmus bir molekiil olan Kinetoplastid Membran Proteini-11 (KMP-11) de
yine LACK gibi parazitin tiim hayat donemlerinde eksprese edilir ve parazitin zar
yapilar ile siki bir sekilde baglantilidir (69-71). KMP-11 antijeni, 11-kDa molekiiler
agirhikta olup 276 bp.’lik DNA dizisi tarafindan kodlanmakta ve 92 aminoasit
icermektedir. KMP-11 geni ve antijeni leishmaniasise karst Thl ve Th2 immun yanit
olusturmasi nedeniyle DNA ve protein asis1 ¢alismalarinda umut verici adaylar arasinda

yer almaktadir (58, 72).

2.6. Klonlama

Gen klonlamasi, hedef genin vektore yerlestirilmesi, bu vektdriin hiicrelere
transformasyonu ve bu hiicrelerin bdliinmeleri sirasinda vektoriin igerdigi genin bir¢ok
kopyasint olusturmast islemi olarak tanimlanmaktadir. Giiniimiizde gen klonlamasi
caligmalari; gen izolasyonu, gen bankalarinin olusturulmasi, yapi1 ve fonksiyonlari
lizerinde arastirmalar yapilmasi, klonlanan genlerin {izerinde mutasyonlar yapilarak
fonksiyonel bolgelerinin belirlenmesi, DNA dizi analizlerinin kolaylastirilmasi, DNA
astlarinin  olusturulmast ve rekombinant proteinlerin arastirilmasi gibi amaglarla

yapilmaktadir.
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Klonlamada vektor olarak genellikle plazmidler, viriisler ve bakteriler kullanilmaktadir.
Klonlama ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan plazmidler, bakterilere 06zgii
bilinmekle beraber bazi Okaryotlarda da bulunabilmektedirler. Plazmidler, hiicre
kromozomundan bagimsiz olarak kendini esleyebilen, kiigiik, halkasal yapili ve
kromozom dis1 DNA parcaciklaridir. Biyoteknolojik gelismeler sayesinde farkli
ozellikleri olan plazmidler elde edilebilmektedir. Plazmidlerde ¢oklu klonlama bolgeleri
(multiple cloning sites) bulunmaktadir. Restriksiyon alanlar1 igeren bu bdlgeler

sayesinde istenilen DNA pargalarinin plazmide kolayca eklenmesi saglanabilmektedir.

Klonlamada ilk islem; uygun yontemler kullanilarak organizmadan genomik veya
komplementer DNA (cDNA) izolasyonu yapilmasidir. Genomik DNA’da hedeflenen
gen secilmekte ve hedef gene spesifik primerlerle PCR analizi yapilarak genin
amplifikasyonu saglanmaktadir. Sonrasinda elde edilen gen, uygun bir vektdre
yerlestirilmektedir. Vektor DNA’sina, organizmaya ait bir DNA’nin yerlestirilmesiyle
olusturulan molekiile “rekombinant DNA” adi1 verilmektedir. Daha sonra rekombinant
DNA’nin kompetan hiicrelere transformasyonu yapilmaktadir. Transformasyon
sonrasinda olusan kolonilerin rekombinant DNA’y1 igerip i¢ermedigi arastirildiktan

sonra klonlamanin dogrulugu DNA dizi analizi ile kesinlestirilmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

Calisma 6ncesi leishmaniasis, L. infantum, leishmaniasise karsi as1 ¢alismalari, DNA ve
protein asilari, DNA asilarinda hedef alinan genler, LACK ve KMP-11 genleri ve multi-
antijenik DNA asilar1 ile ilgili literatiir taramas1 yapilmustir. Erciyes Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii’ne sunulan tez proje Onerisinin onaylanmasi sonrasinda

malzemelerin temini ve deneyler i¢in uygun alt yap1 olusturulmasi saglanmstir.

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji ~Anabilim Dali
Laboratuvari’nda bulunan asagidaki cihaz (Tablo 3.1.) ve malzemeler (Tablo 3.2.)

kullanilarak yiiriitiilmiistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz/Ad1

Santrifiij aleti (Hettich 32R, Almanya)

Santrifiij (Avanti® J-E, ABD)

ChemiDoc Mp Jel goriintiileme cihazi (Bio-Rad, ABD)
Gii¢ kaynagi (Bio-Rad, ABD)

Vorteks Bencmixer (Bencmark, ABD)

Invert mikroskop (Leica, ABD)

PCR cihaz1 (Sensoqest, Almanya)

NanoDrop 2000c Spektrofotometre (Thermo scientific, ABD)
Su banyosu Jeio tech BS-06 (Jeiotech, G. Kore)
Inkiibatorlii shaker Jeio tech SI-300 (Jeiotech, G. Kore)
Kuru Is1 Blogu, Digital heat blog (Bencmark, ABD)
Mikrodalga firm, MD 554 (Argelik, Tiirkiye)
Manyetik karistirict, MK 418 (Niive, Tiirkiye)

-20 Derin dondurucu (Siemens, Almanya)

-80 Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)

+4 buzdolab1 (Ugur, Tiirkiye)

Hassas terazi (Radwag, Polonya)

Yatay elektroforez cihazi (Bio-Rad, ABD)

Distile su cihazi (Elga, UK)
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan malzemeler.

Sira Tanimi/Adi

1 Leishmania infantum (MHOM/TR/2009/EP174) promastigotlar1

2 Medium 199 (M-199) (1x) (Sigma-Aldrich, ABD)

3 Medium 199 (M-199) (10x) (Sigma-Aldrich, ABD)

4 Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich, ABD)

5 10,000 U/ml penicillin/10,000 pg/ml streptomycin (Invitrogen, ABD)
6 L-glutamine (Sigma-Aldrich, ABD)

7 Hepes 1M (Sigma-Aldrich, ABD)

8 Adenin 10 mM (50 mM HEPES igerisinde) (Sigma-Aldrich, ABD)

9 90,25 Hemin (%50 trietanolamin igerisinde) (Sigma-Aldrich, ABD)
10  SOC siv1 besi yeri

11 15 ml’lik falkon, santrifiij tiipii (Sigma-Aldrich, ABD)

12 25 cm?® kiltiir flask (Sigma-Aldrich, ABD)

13  RPMI-1640 Medium (Biochrome, Almanya)

14 LB kat1 besiyeri (Ampisilinli)

15 LB siv1 besiyeri (Ampisilinli)

16  Penicillin-Streptomycin 100X Solution (5000 units) (Invitrogen, ABD)
17 QIAamp DNA izolasyon Kiti (Tissue) (Qiagen, ABD)

18 LiLACK F Primeri (5’- AAGCTTATGAACTACGAGGGTCACC -37)
19  LiLACK F1 Primeri (5’- CACCATGAACTACGAGGGTCACC -3”)
20 LiLACK R Primeri (5’- GGATCCTTACTCGGCGTCGGAGA -3%)
21 LiKMP-11 F Primeri; (5’- GAAATGGCCACCACGTACG-3)

22 LiKMP-11 R Primeri; (5’- TTACTTGGATGGGTACTGCGCA- 3”)
23 PCR Master mix 2x (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

24 Agaroz jel (Lonza, ABD)

25 100 bp. DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

26 500 bp. DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

27 1 kb DNA Marker (GeneAll Biotechnology, G. Kore)

28  CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD)

29 pcDNA™3 1/V5-His TOPO Expression Kit (Invitrogen, ABD)

30  OneShot TOP10 ChemicallyCompetent E. coli hiicreleri (Invitrogen, ABD)
31  EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kit (BioBASIC, Kanada)
32  GeneAll Expin ComboGP-Gel and PCR Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore)
33  HINDIII-HF™ Restriksiyon Endonukleaz (NEB, Ingiltere)

34  BamHI-HF™ Restriksiyon Endonukleaz (NEB, ingiltere)

35  CutSmart Restriksiyon Endonukleaz Buffer (NEB, Ingiltere)

36  Pfu DNA polimeraz (Bio-Basic Kanada)

37  10x Pfu reaksiyon buffer (Bio-Basic Kanada)

38 2,5 mM dNTP mix (Bio-Basic Kanada),

39 T4 DNA Ligaz (NEB, ingiltere)

40  High Pure Plasmid isolation Kit (Roche, Almanya)

41  SigmaFast DAB tablet (Sigma-Aldrich, ABD)

42  Anti-HisG-HRP antikoru (Invitrogen, ABD)
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3.1. L. Infantum Promastigot Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali’nda
kiltiri devam ettirilen L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) promastigotlari
kullanilmigtir. Promastigot kiiltiiriiniin yapilmas: i¢in modifiye Leishmania besiyeri
hazirlanmistir. Modifiye Leishmania besiyeri i¢in Tablo 3.3’de miktarlar1 belirtilen
malzemeler kullamilmustir  (73). Parazitin  enfektif formu olan ‘metasiklik
promastigotlarin’ yeterli miktarda elde edilebilmesi i¢in bu besiyeri tercih edilmistir.
Parazitin vektorii olan tatarcik sineklerinin bagirsak dokusuna benzer kosullarin
olusturulmasi ve metasiklogenezin gergeklesebilmesi amaciyla promastigotlar 27 "C’de
ve anaerobik ortamda inkiibasyona birakilmistir. Anaerobik kosullarin olusturulmasi

amaciyla havasi alinan flasklarin agizlar parafin film ile kapatilmistir.
Besiyeri asagidaki basamaklar uygulanarak hazirlanmistir:

1. +4 C’den alinan malzemeler steril laminar kabine almmustir.

2. Oda sicakligina ulasan malzemeler 500 ml steril cam sise igerisinde manyetik
karistirict ile tamamen ¢oziinlinceye kadar karistirilmistir.

3. Elde edilen karisim 0,2 um ¢apindaki steril filtreden gecirilerek steril cam sise
igerisine alinmaistir.

4. Hazirlanan besiyeri +4 'C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.3. Modifiye Leishmania besiyerinin igerigi.
Sira  Miktary/Tamimi/Adi
350 ml Medium 199 (M-199) (1x) (Sigma-Aldrich)
100 ml FCS (Sigma-Aldrich)
14,25 ml M-199 (10x) (Sigma-Aldrich)
5 ml 10,000 U/ml penicillin/10,000 pg/ml streptomycin
5 ml L-glutamine (Sigma-Aldrich)
20 ml 1M HEPES (Sigma-Aldrich)
5 ml of 10 mM adenin (50 mM HEPES igerisinde) (Sigma-Aldrich)
1 ml %0,25 hemin (%50 trietanolamin igerisinde) (Sigma-Aldrich)

o ~NOo Oorh wbN -
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Genomik DNA izolasyonunda kullanilacak L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174)

promastigot kiiltlirli asagidaki basamaklar uygulanarak yapilmis ve giin asir1

pasajlanarak 4 hafta devam ettirilmistir:

10.

11.
12.

13.

14.

Modifiye Leishmania besiyerinden 15 ml alarak 25 cm®1liik kiiltiir flaskina
eklenmistir.

-80 'C’de muhafaza edilen L. infantum promastigotlari 37 'C’de
cozdiiriilmiistiir.

Besiyeri ortamina 10-20 x 10° promastigot ekimi yapilmustir.

Promastigot sayimi i¢in L. infantum promastigot kiiltiirtinden 20 pl alinmustir.
1,5 ml’lik tiip icerisine 20 pl %2’lik formaldehit konularak tizerine 20 pl kiiltiir
eklenmistir.

Karisimdan 10 pl alinarak hemositometre tizerine yerlestirilmistir.

Hiicrelerin ¢6kmesi i¢in oda sicakliginda 5 dk. beklenmistir.

Hemositometre iizerindeki 5 kare sayilarak bulunan say1 10° ile ¢arpilmistir ve
1 ml kiiltiir igerisinde bulunan promastigot sayis1 hesaplanmstir.

Promastigot ekimi yapilan kiiltiir flasklart kum sineklerinin bagirsak
dokusundaki ortam kosullarin olusturulmasi amaciyla 27 ‘C’ye ayarlanan etiiv
icerisinde anaerobik ortamda inkiibasyona birakilmstir.

Besiyerleri giin agir1 invert mikroskopla kontrol edilmis ve pasajlama
yapilmistir.

Pasajlama i¢in promastigot kiiltiirii once 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarilmistir.
Tiip 900 rpm’de 10 dk. santrifiij edildikten sonra iist siv1 atilarak pelet iizerine
taze besiyeri eklenmis ve resiispanse edilmistir.

Siispansiyon taze besiyeri igeren kiiltiir flasklarma dagitilarak 27 'C’de
anaerobik kosullarda tekrar inkiibasyona birakilmistir.

Promastigot kiiltiirii giin asir1 pasajlanarak 4 hafta devam ettirilmistir.
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3.2. Kiiltiirden Genomik DNA izolasyonu

3.2.1. Kiiltiirden Metasiklik Promastigotlarin izolasyonu

Total genomik DNA izolasyonu oncesi, Leishmania metasiklik promastigotlarinin

yeterli miktarda elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagla, Ficoll gradyani uygulamasi

asagidaki basamaklar takip edilerek yapilmistir:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Promastigot kiiltiiriinden metasiklik formlarin izolasyonu i¢in 6-9 giinliik kiiltiir
kullanilmustir.

Parazit stispansiyonu DMEM ile 1: 1 oraninda karistirilmistir ve 200xg’de 8 dk.
santrifiij edilmistir.

Parazitleri igeren siipernatant yeni bir 50 ml tiip i¢ine aktarilmistir ve 200xg'de 8
dk. tekrar santrifiij edilmistir.

Parazitlerin ¢okmesi igin siipernatant 3.000 xg'de 8 dk. santrifiij edilmistir.

Elde edilen pellet 2 ml DMEM'de resiispanse edilmistir.

15 ml tiipe 2 ml %20 ficoll soliisyonu eklenmistir. 2 ml %10 Ficoll soliisyonu
elde etmek i¢in 1 ml'lik %20 ficoll soliisyonu 1 ml DMEM ile seyreltilmistir.
%10 ficoll soliisyonu hazirlanarak pipet yardimi ile %20’lik soliisyonun iizerine
dikkatlice eklenmistir.

Parazit stispansiyonunu Ficoll gradyaninin iistiine dikkatice pipetlenmistir.
Hazirlanan tiip 2,000 xg'de 15 dk. boyunca santrifiij edilmistir.

Bu asamada, santrifiij sonucu elde edilen st iki katmanda metasiklik

promastigotlar zenginlestirilmistir.

Ust fazin tamami ve ikinci fazin iigte ikisi pipet yardimi ile dikkatlice
toplanmistir.
Promastigot siispansiyonuna 5 ml DMEM eklenmistir ve 3.000xg'da 8 dk.

boyunca santrifiij edilmistir.

Pelet, ilk kiiltir hacmine bagli olarak yeterli miktarda (1-3 ml) DMEM
reslispanse edilmistir.

Hiicre sayimi i¢in parazit siispansiyonu 1:100 oraninda %4 para-formaldehit ile
seyreltilmistir.

Hemositometre ile hiicre sayim1 yapilmistir.
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16. Mikroskop altinda diger promastigotlara gore uzamis viicut yapisina sahip ve
uzun kameili metasiklik formlar gézlenmistir.

17. Metasiklik promastigot siispansiyonu, 10° parazit / ml konsantrasyonu olacak
sekilde DMEM ile seyreltilmistir ve total genomik DNA izolasyonuna
gecilmistir.

3.2.2. Total Genomik DNA izolasyonu

L. infantum’a ait total genomik DNA izolasyonu i¢in metasiklik promastigotlari igeren

pelet asagidaki sekilde elde edilmistir:

1. L. infantum metasiklik promastigot siispansiyonundan 500 pl alinarak 1,5 ml’lik
santrifiij tliptine eklenmistir.

2. Kiiltir 12.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmis ve st siv1 atilmistir.

3. Promastigot miktarini artirmak i¢in bu basamak 5 defa tekrar edilmistir.

4. Tiip tabaminda yeterli miktarda pelet elde edildikten sonra tiip sirasiyla -20 C’de
ve 37 'C’de 10 dk. bekletilmistir.

5. Bu basamakta sicaklik farki sayesinde promastigotlarin fiziksel olarak

pargalanmasi gerceklestirilmistir.

Pargalanan promastigotlardan total genomik DNA izolasyonu igin QlAamp Tissue
Kit (Qiagen, ABD) prosediiriinde yer alan basamaklar modifiye edilerek asagidaki
sekilde uygulanmustir:

1. Pelet tizerine 180 ul ATL buffer eklenmistir ve karisim homojenize edilmistir.

2. Karigim 12.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilmistir ve olusan st sivi alinmigtur.

3. Pelet iizerine 20 pl proteinaz-K (Sigma-Aldrich, ABD) eklenerek 15 saniye
vortekslenmistir.

4. Tiip 56 'C’deki su banyosuna almarak bir gece inkiibasyona birakilmistur.

5. Tiip 15 saniye vortekslendikten sonra tizerine 200 pul AL buffer eklenmis ve
tekrar 15 saniye vortekslenmistir.

6. Tiip 1s1 bloguna yerlestirilmis ve 70 ‘C’de 10 dk. inkiibasyona birakilmustir.

7. Tiip 15 saniye vortekslenmis, izerine 200 pl %100 etanol eklenmis ve 15 saniye

vortekslenmistir.
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8. Tiip igerigi kit igerisinde bulunan filtrasyon kolonuna aktarilmistir.

9. Filtrasyon kolonu 2 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipii i¢erisine yerlestirilmis ve
8.000 rpm’de 1 dk. santriflij edilmistir.

10. Alt siiziintii atilmis ve filtrasyon kolonu 2 ml’lik yeni mikrosantrifiij tiipiine
alimmustir.

11. Filtrasyon kolonuna 500 ul AW1 buffer eklenerek 8.000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edilmistir.

12. Alt siiziintii atilmis ve filtrasyon kolonu 2 ml’lik yeni mikrosantrifiij tiipline
alimmustir.

13. Filtrasyon kolonuna 500 pl AW2 buffer eklenmis ve 14.000 rpm’de 3 dk.
santrifiij edilmistir.

14. Alt siiziintii atilmis ve filtrasyon kolonu 2 ml’lik yeni mikrosantrifiij tlipline
alimmustir.

15. Filtrasyon kolonu bos olarak 14.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmis ve filtrede
kalmis olabilecek buffer uzaklastirilmistir.

16. Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tlipiine alinmis ve tizerine 100 ul
elisyon buffer (AE) eklenmistir.

17. Filtrasyon kolonu 1 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

18. Filtrasyon kolonu 8.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir.

19. Son siiziintii i¢erisindeki total genomik DNA 6rneginden 1 pl alinarak nanodrop
spektrofotometre cihazinda DNA miktari 6l¢tilmiistiir.

20. Total genomik DNA izolatlari PCR basamagma kadar -20 'C’de muhafaza

edilmistir.
3.3. Restriksiyon Reaksiyonlarinda Kullanilacak Enzimlerin Belirlenmesi

Leishmania infantum LACK ve KMP-11 genlerinin pcDNA3.1 plazmidinde multi-
antijenik olarak birlestirilmesi i¢in kullanilabilecek restriksiyon endonukleaz cesitleri
belirlenmistir. Bu amagla LACK geni i¢in GenBank’a yiiklenen KT184317 numarali
“Leishmania infantum strain MHOM/TR/2009/EP174 activated protein kinase C
receptor (LACK) gene, complete cds” gen dizisi, KMP-11 geni igin ise KU379565
numarali “Leishmania infantum isolate MHOM/TR/2009/EP174 Kkinetoplastid

membrane protein (KMP-11) gene, complete cds” gen dizisi kullanilmigtir. Caligma
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sirasinda  kullanilacak olan pletl.2/blunt plazmidi (ThermoScientific, ABD) ve
pcDNA™3 1/V5-His TOPO (Invitrogen, ABD) plazmidine ait diziler ve restriksiyon
bolgeleri incelenmistir. LACK ve KMP-11 genlerini herhangi bir bélgeden kesmeyen
restriksiyon enzimleri belirlenmistir. Bu belirlemede Geneious v10.0.7 (Biomatters,
ABD) (74) programi kullanilmistir. Her iki sekansi da herhangi bir boélgesinden
kesmeyen ve yaygin olarak kullanilan 22 restriksiyon enzimi tespit edilmistir. Bu
enzimler arasindan, sub-klonlamada kullanilacak pcDNA3.1 plazmidinin T7 promotor
bolgesinden sonra mevcut olanlart belirlenmistir. Yapilan inceleme sonucunda sub-
klonlamada uygun olan ve ticari olarak temin edilmesi kolay olan HINDIII (A*AGCTT)
ve BAMHI (G"GATCC) restriksiyon enzimleri tercih edilmistir. Bu asamadan sonra

calisma boyunca kullanilacak primerlerin tasarimina geg¢ilmistir.
3.4. LACK Geninin PJET1.2 Plazmitine Klonlanmasi
3.4.1. LACK Geni Primerleri ve PCR

Calismada oncelikle L. infantum LACK geninin pJetl.2/blunt plazmidine klonlanmasi
amaglanmistir. Bu amagla PCR reaksiyonunda L. infantum LACK genine spesifik
primerler tasarlanmistir. KT184317 GenBank numarali LACK dizisi referans alinmustir.
Primerler tasarlanirken LiLACK F primerinin bagina HINDIII (A*AGCTT) restriksiyon
dizisi, LILACK R primerinin basina ise BAMHI (G"GATCC) restriksiyon dizisi
eklenmigtir. L. infantum LACK geni i¢in kurulan PCR reaksiyonunda asagidaki

primerler kullanilmustir.

LILACK F; (5’- AAGCTTATGAACTACGAGGGTCACC -3%)
LILACKR; (5’- GGATCCTTACTCGGCGTCGGAGA -3%)

PCR reaksiyonu i¢in 12,5 pl Master mix (GeneAll Biotechnology, G. Kore), 2 ul
genomik DNA ve 1 pl LILACK F (20 pmol) ve 1ul LiLACK R (20 pmol)
primerlerinden olusan toplam 25 pl’lik karigim hazirlanmustir. 95 'C de 5 dk.’lik 6n
1sitma ile baslayan sirasiyla 95 'C de 1 dk. denatiirasyon, 65 C de 1 dk. baglanma, 72 'C
de 1 dk. uzamadan olusan 35 dongii sonras1 72 C’de 15 dk.’lik son uzama ile biten
termal profil kullanilmistir. HINDIII ve BAMHI restriksiyon dizileri dahil 948 bp.

uzunlugundaki PCR dirlinii, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde
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yiritilmistir ve ChemiDoc Mp Imaging System (Bio-Rad, ABD) cihaziyla

gorlntiilenmistir.

3.4.2. LACK Geni PCR Uriiniiniin Saflastirilmasi

PCR iiriiniiniin saflastirilmas1 i¢in GeneAll Expin Combo GP - Gel and PCR

Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore) protokoliinde yer alan asagidaki

basamaklar uygulanmstir:

1.

%1,5’luk agaroz jelde goriilen LACK genine ait bantlar bistiiri ile dikkatli bir
sekilde kesilerek 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline alinmistir.

Tiip igerisindeki jel miktar1 hassas terazi ile dlgtilmiistiir. Kit icerisinde yer alan
membran baglama soliisyonundan jel agirligina gére 1 mg jele 3 ml soliisyon
olacak sekilde membran baglama soliisyonun eklenmistir.

Agaroz jel tamamen eriyinceye kadar 1s1 blogu igerisinde 50 'C’de tutulmus ve
belirli araliklarla vortekslenmistir.

Kit icerindeki filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirilmistir.

Tamamen erimis olan karigim filtrasyon kolonuna aktarilmistir. 13000 rpm.’de 1
dk. santrifiij edilmistir. Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik yeni bir tipe alinmis ve
slizlintli atilmistir. Bu basamak tiim karisim filtrasyon kolonundan gegirilene
kadar tekrar edilmistir.

Filtrasyon kolonuna 700 pl membran yikama soliisyonu eklenmis ve 13000
rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik yeni bir tiipe
alinmistir ve siizlintii atilmistir.

Filtrasyon kolonuda kalan yikama soliisyonunu uzaklastirmak amaciyla bos
olarak 13000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Filtrasyon kolonu 1,5 mI’lik yeni
bir tlipe alinmis ve siiziintii atilmistir.

Filtrasyon kolonunun membran bolgesine 50 pl eliisyon buffer eklenmistir. Oda
sicakliginda 1 dk. bekletildikten sonra 13000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir.
Elde edilen saflastirilmis trtin NanoDrop 2000c-UV vis spektrofotometre

(Thermo Scientific, ABD) cihaziyla dl¢tilmiistiir.

10. Saflagtirilmus iiriin klonlama iglemine kadar -20 "C’de muhafaza edilmistir.
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3.4.3. LACK Geninin pJET1/2 Plazmidine Klonlanmasi

PCR iirliniiniin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD)

kullanilmis ve kit protokiiliinde yer alan asagidaki basamaklar uygulanmastir:

1. Klonlama reaksiyonu i¢in 10 pl reaksiyon buffer, 1 ul DNA blunting enzim, 1 pl
PCR iiriiniinden olusan 18 pl’lik karigim hazirlanmistir.

2. Karisim 3-5 sn. vortekslenip santrifiij edildikten sonra 70 'C’de 5 dk. inkiibe
edilmistir.

3. 70 "C’den alinarak buzlu suya konulmustur.

4. Uzerine 1ul pJET1.2/blunt Cloning Vector (50ng/ul) (Sekil 3.1) ve 1 pul T4 DNA
Ligaz eklenip 20 pl’ye tamamlanmistir.

5. Karisim 3-5 sn. vortekslenmistir ve oda sicakliginda 5 dk. bekletildikten sonra 5
ul’si transformasyon igin kullanilmistir.

6. Kalan reaksiyon iiriinii -20 'C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. pJET1.2/blunt (Thermo Scientific, ABD) vektor haritas1 (2972 bp.).
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3.4.4. Rekombinant Plazmidin Kompetan Hiicrelere Transformasyonu

Rekombinant plazmidin transformasyonu i¢in kompetan hiicre olarak OneShot TOP10
Chemically Competent E. coli hiicreleri (Invitrogen, ABD) kullanilmistir. Kit

protokoliinde yer alan agagidaki basamaklar yapilmistir:

1. -80 ‘C’de muhafaza edilen bir vial One Shot TOP10 Chemically Competent E.
coli (Invitrogen, ABD) kompetan hiicre igeren tiip, buz igerisine alinarak
¢Oziilmesi beklenmistir.

2. 3 pl’lik ligasyon iiriinii, buz igerisinde bekletilen 100 pl OneShot TOP10
Chemically Competent E. coli hiicrelerine (Invitrogen, ABD) eklenmistir.

3. Karisim buz igerisinde 30 dk. inkiibe edilmistir.

4. Karisim 42 C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde 30 sn. bekletildikten sonra
hizl1 bir sekilde tekrar buz icerisine alinmustir.

5. Buz icerisnde 1 dk. bekletilerek rekombinant plazmidin transformasyonu
saglanmistir.

6. Uzerine oda sicakligima 1sitilmis 250 ul SOC s1v1 besiyeri eklenmistir.

7. Transformasyon karisimi inkiibatorlii ¢alkalayici igerisinde 225 rpm.’de 37
‘C’de 1,5 saat inkiibe edilmistir.

8. SOC siv1 besiyeri ikiye boliinerek ampisilinli LB kati besiyerine ekilmis ve
pleytler 37 C’de bir gece inkiibasyona birakilmustir.

9. LB kat1 besiyerinde koloni gelisimi gozlendikten sonra besiyerindeki koloniler

numaralandirilmistir.
3.4.5. Klonlamanin Dogrulanmasi

Ampisilinli kat: besiyeri igeren pleytler 37 'C’de bir gece inkiibasyondan sonra kontrol
edilerek kolonilerin olusumu tespit edilmistir. Inkiibasyon sonras1 olusan bu kolonilerin
rekombinant pJET1.2+LACK plazmidini igerip icermedigi PCR tarama, miniprep-PCR

ve DNA dizi analizi ile dogrulanmistir.
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3.4.5.1. PCR Tarama ile Dogrulama

LB kat1 besiyerinde olusan kolonilerin rekombinant pJET1.2+LACK plazmidini igerip
icermedigini tespit etmek i¢in Oncelikle PCR tarama yapilmistir. PCR tarama igin

asagidaki basamaklar uygulanmistir:

1. 0.5 ml’lik PCR tiipleri igerisinde 12,5 ul PCR 2x master-mix (GeneAll
Biotechnology, G. Kore), 1 ul LiLACK F primeri, 1 ul LiLACK R primeri ve
9,5 ul distile su igeren karisim hazirlanmstir.

2. Tiipler numaralandirildiktan sonra LB kat1 besiyerinde tireyen numaralandirilmis
kolonilerden steril ortamda pipet ucu ile alinan 6rnekler, tiiplerdeki karisimlara
bulastirilmistir.

3. Bolim 3.4.1. deki protokol kullanilarak PCR kurulmustur.

4. PCR iiriinii, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve

jel ChemiDoc Mp goriintiileme cihazi (BioRad, Almanya) ile goriintiilenmistir.

3.4.5.2. Plazmid DNA PCR Analizi ile Dogrulama

Kolonilerde pJET1.2+LACK rekombinant plazmidinin varligini dogrulamak igin
miniprep yapilmigtir. Miniprep isleminde EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep
Kit BS413 (BioBASIC, Kanada) basamaklar asagidaki sekilde uygulanmstir:

1. Steril kabin igerisinde LB kat1 besiyerindeki kolonilerden pipet ucu yardimi ile
alinarak 50 ml’lik falkon tiipii i¢erisinde 10 ml ampisilinli LB s1v1 besiyerine
ekim yapilmistir.

2. Besiyeri inkiibatorlii calkalayici tizerinde 37 "C’de 225 rpm.’de bir gece inkiibe
edilmistir.

3. Elde edilen 10 ml kiiltiir 12.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilmistir.

4. Ust siv1 atildiktan sonra olusan pelet iizerine dnceden RNAaz ilave edilmis olan
100 ul soliisyon-1 eklenmistir. Pelet resiispanse edilip karisim oda sicakliginda 1
dk. bekletilmistir.

1. Karigim iizerine oda sicakligina isitilimig 200 pl soliisyon-Il eklenmistir. Tiip
birkag¢ defa alt-iist edilerek karistirilmis ve oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyona

birakilmistir. Mavi renkli homojen bir karisim olusmasina dikkat edilmistir.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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Karigima 350 pl oda sicakligindaki soliisyon-Ill ilave edilmistir. Tiip nazikge
karistirtlmis ve oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyona birakilmistir. Beyaz renkli ve
akiskan olmayan bir ¢okelti olusuncaya kadar beklenmistir.

Karigim 12.000 rpm.’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Olusan berrak iist sivi ¢okelti
karismamasina Ozen gosterilerek toplanmis ve kit igerisindeki filtrasyon
kolonuna alinmustir.

Filtrasyon kolonu 2 ml’lik toplama bir tiiptine alinarak 10.000 rpm.’de 2 dk.
santrifiij edilmistir.

Siiziintii atilarak toplama tiipli bosaltilmis ve filtrasyon kolonu tekrar tiipe
yerlestirilmistir.

Filtrasyon kolunu iizerine daha dnceden %96’lik etanol eklenmis olan 750 pl
yikama soliisyonu eklenmistir ve 10.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilmistir.
Stiziintii atilarak toplama tiipii bosaltilmis ve filtrasyon kolonu tekrar tlipe
yerlestirilmistir.

Uzerine %96’lik etanol eklenmis olan 750 ul yikama soliisyonu eklenmis ve
10.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilmistir.

Stiziintii atilarak toplama tlipli bosaltilmistir ve filtrasyon kolonu tekrar tiipe
yerlestirilmistir.

Filtrasyon kolonuda kalan yikama soliisyonunu uzaklastirmak amaciyla bos
olarak 10.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir.

Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tlipline alinmis ve siiziintii atilmistir.
Filtrasyon kolonunun membran boliimiine gelecek sekilde 50 ul eliisyon buffer
eklenmistir. Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edildikten sonra sonra 10.000
rpm.’de 2 dk. santrifiij edilerek rekombinant plazmid elde edilmistir.

Elde edilen saflastiritlmis rekombinant plazmid miktar1 NanoDrop 2000c-UV vis
spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihaziyla 6lgtilmiistiir.

Miniprep ile elde edilen rekombinant plazmid DNA’nin 5’er pl’si alinarak
etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiritiilmustiir ve Gel Logic
212 Pro Jel goriintiileme cihaziyla goriintiilenmistir (Carestream, ABD).
Goriintiilenen rekombinant plazmidlerin hedef geni igerip icermedigini anlamak

icin Bolim 3.4.1.’de verilen protokol kullanilarak PCR kurulmustur. PCR
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kurulurken kalip DNA olarak miniprep ile elde edilen rekombinant plazmidden
1/10 oraninda sulandirilarak 1 ul kullanilmastir.

18. PCR firiinii, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
Gel ChemiDoc Mp Jel goriintileme cihaziyla (BioRad, Almanya)
goriintiilenmistir (Carestream, ABD).

19. Kalan rekombinant plazmid sub-klonlama islemine kadar -20 "C’de muhafaza

edilmistir.
3.4.5.3. DNA Dizi Analizi ile Dogrulama

Elde edilen rekombinant plazmid igerisinde klonlanan L. infantum LACK geninin
varhigi ve dizisi, DNA dizi analizi yontemi ile dogrulanmistir. DNA dizi analizi igin
PCR sonucu elde edilen %1,5’luk agaroz jel GeneAll Expin Combo GP-Gel PCR
Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore) protokoliine gore saflastirilmistir.
Dizi analizi BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. (Ankara, Tiirkiye) firmasindan
hizmet satin alma yoluyla gergeklestirilmistir. Firma tarafindan Big Dye Cycle
Sequencing v3.1 kit (AppliedBiosystems, ABD) kullanilmis ve sonuglar otomatik DNA
dizi analiz cihazinda (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD) analiz edilmistir.

Dizi analizi F ve R primerleri ile 2 defa gergeklestirilmistir.

Elde edilen DNA dizi sonuglar1 Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science
Griffith University, Avustralya) programi ile incelendi. F ve R dizi analiz sonuglar
Geneious v10.0.7 (Biomatters, ABD) (74) programina girilerek sekans hizalamasi

yaptlmustir ve L. infantum LACK genine ait konsensiis dizi elde edilmistir.

L. infantum LACK geni DNA dizi analiz sonucu http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ internet

adresinde yer alan web tabanli BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) sistemine

girilerek GenBank veri tabanindaki mevcut DNA dizileri ile karsilastiriimstir.

L. infantum LACK geninin kodladigt LACK proteininin 3 boyutlu konfirmasyonunu
elde etmek  amaciyla ~ DNA  dizisi http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
html/page.cgi?id=index web adresinde bulunan Phyre2 Protein Homology/
Analogy Recognition Engine V 2.0 sistemine yiiklenmistir. Elde edilen veri Jmol (open-

source Java viewer) programinda islenerek goriintiilenmistir.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.5. KMP-11 Geninin PCDNAZ3.1 Plazmitine Klonlanmasi
3.5.1. KMP-11 Geni Primerleri ve PCR

Leishmania infantum KMP-11 geninin memeli hiicrelerinde ekpresyon vektorii olarak
kullanilan ve multi-antijenik DNA asis1 i¢in uygun bir vektor olan pcDNA3.1
plazmidine klonlanmasi amaglanmistir. Bu amagla PCR reaksiyonunda KU379565
GenBank numarali dizi referans alinarak tasarlanan L. infantum KMP-11 genine

spesfik asagidaki primerler kullanilmistir:

LiKMP-11 F; (5’- GAAATGGCCACCACGTACG-3’)
LIKMP-11 R; (5’- TTACTTGGATGGGTACTGCGCA- 3°)

PCR reaksiyonu i¢in 12,5 ul Master mix (GeneAll Biotechnology, G. Kore), 2 ul
genomik DNA ve 1 pl LiKMP-11 F (20 pmol) ve Iul LIKMP-11 R (20 pmol)
primerlerinden olusan toplam 25 pl’lik karisim hazirlanmistir. 95 C de 5 dk.’lik 6n
1sitma ile baslayan sirastyla 95 'C de 1 dk. denatiirasyon, 62 C de 1 dk. baglanma, 72 'C
de 1 dk. uzamadan olusan 35 dongii sonrasi 72 C’de 15dk.’lik son uzama ile biten PCR
programi kullanilmistir. Elde edilen 279 bp. uzunlugundaki PCR {iriinii, etidyum
bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiistir ve ChemiDoc Mp Imaging

System (Bio-Rad, ABD) cihaziyla goriintiilenmistir.
3.5.2. KMP-11 Geni PCR Uriiniiniin Saflastiriimasi

PCR iriiniiniin saflastirilmast igin GeneAll Expin Combo GP - Gel and PCR
Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore) protokoliinde yer alan asagidaki

basamaklar uygulanmustir:

1. %1,5’luk agaroz jelde goriilen LACK genine ait bantlar bistiiri ile dikkatli bir
sekilde kesilerek 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinmistir.

2. Tiip igerisindeki jelin agirligi hassas terazi ile tartilmistir. Kit igerisinde yer alan
membran baglama soliisyonundan jel agirligina gore 1 mg jele 3 ml soliisyon
olacak sekilde eklenmistir.

3. Agaroz jel tamamen eriyinceye kadar 1s1 blogu igerisinde 50 "C’de tutulmus ve

belirli araliklarla vortekslenmistir.
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4. Kit igerindeki filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline
yerlestirilmistir.

5. Tamamen erimis olan karisim filtrasyon kolonuna aktarilmistir. 13000 rpm.’de 1
dk. santrifiij edilmistir. Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik yeni bir tiipe alinmis ve
stiziintii atilmigtir. Bu basamak tiim karisim filtrasyon kolonundan gegirilene
kadar tekrar edilmistir.

6. Filtrasyon kolonuna 700 pul membran yikama soliisyonu eklenmis ve 13000
rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik yeni bir tiipe
alinmig ve siiziintli atilmistir.

7. Filtrasyon kolonuda kalan yikama soliisyonunu uzaklastirmak amaciyla bos
olarak 13000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik yeni
bir tlipe alinmis ve siiziintii atilmistir.

8. Filtrasyon kolonunun membran bdlgesine 50 pl eliisyon buffer eklenmistir. Oda
sicakliginda 1 dk. bekletildikten sonra 13000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir.

9. Elde edilen saflastirilmis trtin NanoDrop 2000c-UV vis spektrofotometre
(Thermo Scientific, ABD) cihaziyla dl¢tilmiistiir.

10. Saflastirilmus iiriin klonlama islemine kadar -20 'C’de muhafaza edilmistir.

3.5.3. KMP-11 Geninin pcDNA3.1/V5-his TOPO Plazmidine Klonlanmasi

Agaroz jelden saflastirilmig L. infantum KMP-11 PCR firiintiniin klonlanmasinda
pcDNAT™3 1/V5-His TOPO® ekspresyon plazmidi (Invitrogen, ABD) (Sekil 3.2) ve bu
plazmide ait kit protokolii kullanilmistir. Kit protokoliindeki basamaklar asagidaki

sekilde uygulanmistir:

1. 0.5 mI’lik PCR tiipii igerisine 1 pl saflagtiriimig KMP-11 PCR iirlinii, 1 pl tuz
soliisyonu ve 3 pl steril su eklenerek toplam 5 pl’lik karisim hazirlanmistir.

2. Karigimm iizerine 1 pl pcDNA™3.1/V5-His TOPO® vektorii eklenerek diisiik
hizda 3-5 sn. vortekslenmistir.

3. Karisim oda sicakliginda 15 dk. inkiibasyona birakilmustir.
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Hind 1l

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Sekil 3.2. pcDNA3.1/V5-his TOPO® (Invitrogen, ABD) vektér haritast (5523 bp.).

Bu reaksiyon sonucunda KMP-11 geninin pcDNA3.1/V5-his TOPO plazmidine
klonlanmas1 tamamlanmis ve elde edilen rekombinant plazmidin kompetan E. coli

hiicrelerine transformasyonu basamagina gecilmistir.
3.5.4. Rekombinant Plazmidin Kompetan Hiicrelere Transformasyonu

pcDNA3.1+KMP-11 rekombinant plazmidinin transformasyonu igin kompetan hiicre
olarak OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli hiicreleri (Invitrogen, ABD)
kullanilmistir. Kit protokoliinde yer alan basamaklar modifiye edilerek asagidaki

sekilde uygulanmistir:

1. -80 'C’de muhafaza edilen ve One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli
(Invitrogen, ABD) igeren tiip buz igerisine alinmistir.

Kompetan hiicrelerin ¢6ziilmesi igin 30 dk. beklenmistir.

100 pl E. coli kompetan hiicre tiipiine 2 pl ligasyon iiriinii eklenmistir.

Karisim buz igerisinde 30 dk. inkiibe edilmistir.

ok~ w0 N

Karisim 42 "C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde 30 sn. bekletildikten sonra

hizli bir sekilde buz igerisine alinmustir.
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6. Buz igerisnde 1 dk. bekletilerek rekombinant plazmidin transformasyonu
saglanmistir.

7. Tiip igerisine oda sicakligina 1sitilmig 250 pl SOC s1v1 besiyeri eklenmistir.

8. SOC sivi besiyeri eklenmis karisim inkiibatorlii ¢alkalayict igerisinde 225
rpm.’de 37 'C’de 1,5 saat inkiibe edilmistir.

9. SOC siv1 besiyeri ikiye boliinerek ampisilinli LB kati besiyeri bulunan iki pleyte
ekilmis ve 37 "C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.

10. LB kat1 besiyerinde koloni gelisimi gozlendikten sonra besiyerindeki koloniler

numaralandirilmistir.

3.5.5. Klonlamanin Dogrulanmasi

37 ‘C’de bir gece inkiibasyon sonrasi gdzlenen kolonilerde rekombinant
pcDNA3.1+KMP-11 plazmidinin varligt PCR tarama, miniprep-PCR ve DNA dizi

analizi ile dogrulanmistir.

3.5.5.1. PCR Tarama ile Dogrulama

LB kat1 besiyerinde olusan kolonilerin rekombinant pcDNA3.1+KMP-11 plazmidini
igerip igermedigini tespit etmek i¢in oncelikle PCR tarama yapilmistir. PCR Tarama

i¢in asagidaki basamaklar uygulanmistir:

1. 0.5 ml’'lik PCR tiipleri igerisine 12,5 ul PCR 2x master-mix (GeneAll
Biotechnology, G. Kore), 1 ul LiKMP-11 F primeri, 1 pul LiKMP-11 R primeri
ve 9,5 ul distile su eklenerek PCR karigim1 hazirlanmugtir.

2. Tiipler numaralandirildiktan sonra LB kat1 besiyerinde iireyen kolonilerden steril
kabinde pipet ucu ile alinan 6rnekler tiiplerdeki karisimlara eklenmistir.

3. Bolim 3.5.1. deki protokol kullanilarak PCR kurulmustur.

5. PCR fiiriinii, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
jel ChemiDoc Mp goriintiileme cihazi (BioRad, Almanya) ile goriintiilenmistir.
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3.5.5.2. Plazmid DNA PCR Analizi ile Dogrulama

Kolonilerde pcDNA3.1+KMP-11 rekombinant plazmidinin varligii dogrulamak i¢in
transforme hiicrelerden plazmid piirifikasyonu yapilmistir. Piirifikasyon isleminde EZ-
10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kit BS413 (BioBASIC, Kanada)
kullanilmigtir. Kit protokolii asagidaki sekilde modifiye edilerek uygulanmistir:

1. LB kat1 besiyerindeki kolonilerden steril kabinde pipet ucu ile alinarak 50 ml’lik
falkon tiipii i¢erisinde 10 ml ampisilinli LB siv1 besiyerine ekim yapilmistir.

2. Besiyeri inkiibatorlii calkalayict iizerinde 37 ‘C’de 225 rpm.’de bir gece
inkiibasyona birakilmustir.

3. Elde edilen 10 ml kiiltir 12.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilerek pelet elde
edilmistir.

4. Pelet tizerindeki st sivi atildiktan sonra tiipe RNAaz igeren 100 pl soliisyon-I
eklenmigtir. Pelet resiispanse edilip karisim oda sicakliginda 1 dk. inkiibe
edilmistir.

3. Karisim tizerine 200 pl soliisyon-Il eklenmistir. Tiip birka¢ defa alt-iist edilerek
homojenize edilmis ve oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyona birakilmistir. Mavi
renkli homojen bir karigim olusumu gozlenmistir.

4. Karigima 350 pl soliisyon-11l eklenmistir. Tiip dikkatli bir sekilde karistirilmis
ve oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyona birakilmistir. Beyaz renkli ve akigkan
olmayan bir ¢okelti olusuncaya kadar beklenmistir.

5. Karigim 12.000 rpm.’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Olusan berrak iist sivi ¢okelti
karismamasma Ozen gosterilerek toplanmis ve kit icerisindeki filtrasyon
kolonuna alinmustir.

6. Filtrasyon kolonu 2 ml lik toplama bir tiipiine alinarak 10.000 rpm.’de 2 dk.
santrifiij edilmistir.

7. Siziintii atilarak toplama tiipii bosaltilmis ve filtrasyon kolonu tekrar tiipe
yerlestirilmistir.

8. Filtrasyon kolunu iizerine daha 6nceden %96’lik etanol eklenmis olan 750 pl
yikama soliisyonu eklenmis ve 10.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilmistir.

9. Siiziintii atilarak toplama tiipii bosaltilmis ve filtrasyon kolonu tekrar tiipe

yerlestirilmistir.
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10. Uzerine %96’lik etanol eklenmis olan 750 ul yikama soliisyonu eklenmis ve
10.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilmistir.

11. Siiziintii atilarak toplama tiipli bosaltilmis ve filtrasyon kolonu tekrar tiipe
yerlestirilmistir.

12. Filtrasyon kolonuda kalan yikama soliisyonunu uzaklastirmak amaciyla bos
olarak 10.000 rpm.’de 1 dK. santrifiij edilmistir.

13. Filtrasyon kolonu 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipline alinmis ve siiziintii atilmistir.

14. Filtrasyon kolonunun membran boliimiine gelecek sekilde 50 ul eliisyon buffer
eklenmistir. Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edildikten sonra sonra 10.000
rpm.’de 2 dk. santrifiij edilerek rekombinant plazmid elde edilmistir.

15. Elde edilen saflastirilmis rekombinant plazmid miktar1 NanoDrop 2000c-UV vis
spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihaziyla dl¢tilmiistiir.

16. Miniprep ile elde edilen rekombinant plazmid DNA’nin 5’er pl’si alinarak
etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve Gel Logic 212
Pro Jel goriintiileme cihaziyla goriintiilenmistir (Carestream, ABD).

17. Goriintiilenen rekombinant plazmidlerin hedef geni icerip igermedigini anlamak
icin Bolim 3.5.1.’de verilen protokol uygulanarak PCR kurulmustur. PCR
kurulurken kalip DNA olarak miniprep ile elde edilen rekombinant plazmidden
1/10 oraninda sulandirilarak 1 pl kullanilmastur.

18. PCR iiriini, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmis ve
jel ChemiDoc Mp cihazinda (BioRad, Almanya) goriintiilenmistir (Carestream,
ABD).

19. Kalan rekombinant plazmid -20 ‘C’de muhafaza edilmistir.

3.5.5.3. DNA Dizi Analizi ile Dogrulama

Elde edilen rekombinant plazmid igerisinde klonlanan L. infantum KMP-11 geninin
varlig1 ve dizisi, DNA dizi analizi yontemi ile dogrulanmistir. DNA dizi analizi i¢in
PCR sonucu elde edilen %]1,5’luk agaroz jel GeneAll Expin Combo GP-Gel PCR
Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore) protokoliine gore saflastirilmistir.
Dizi analizi BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. (Ankara, Tiirkiye) firmasindan
hizmet satin alma yoluyla gerceklestirilmistir. Firma tarafindan Big Dye Cycle
Sequencing v3.1 kit (AppliedBiosystems, ABD) kullanilmis ve sonuglar otomatik DNA
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dizi analiz cihazinda (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD) analiz edilmistir.

Dizi analizi F ve R primerleri ile 2 defa gergeklestirilmistir.

Elde edilen niikleotid sekanslar1 Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science
Griffith University, Avustralya) programi ile incelendi. F ve R dizi analiz sonuglar1
Geneious v10.0.7 (Biomatters, ABD) (74) programina girilerek sekans hizalamasi

yapilmis ve L. infantum KMP-11 genine ait konsensiis dizi elde edilmistir.

L. infantum KMP-11 geni DNA dizi analiz sonucu http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
internet adresinde yer alan web tabanli BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
sistemine girilerek GenBank veri tabanindaki mevcut DNA dizileri ile

karsilastirilmastir.

L. infantum KMP-11 geninin kodladigi LACK proteininin 3 boyutlu konfirmasyonunu
elde etmek amaciyla DNA dizisi  http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/
page.cgi?id=index web adresinde  bulunan  Phyre2  Protein  Homology/
Analogy Recognition Engine V 2.0 sistemine yiiklenmistir. Elde edilen veri Jmol (open-

source Java viewer) programi ile gériintiilenmistir.

3.6. LACK Geninin PCDNA3.1+KMP-11 Rekombinant Plazmidine SUB-

Klonlanmasi

Bu basamakta, LACK geninin Boliim 3.4.’de elde edilen pJetl.2+LACK plazmidinden
HINDIII ve BAMHI restriksiyon enzimleri ile kesilerek cikarilmasi ve Bolim 3.5.°de

elde edilen pcDNA3.1+KMP-11 plazmidine sub-klonlamasi yapilmustir.

3.6.1. LACK Geninin Rekombinant Plazmidden Restriksiyon Enzimleri ile

Cikarilmasi

LACK geninin rekombinant plazmidden kesilerek c¢ikarilmasi igin HINDIII-HF™
Restriksiyon Endonukleaz (NEB, ingiltere) ve BamHI-HF™ Restriksiyon Endonukleaz
(NEB, Ingiltere) kullanilmistir. Restriksiyon iiriiniiniin agaroz jelden saflastiriimasi
basamaginda zarar gormesini engellemek ve iiriin miktarin1 arttirmak amaciyla HINDIII

ve BamHI enzimleriyle ayn1 anda kesim yapilmistir. Bu amagla reaksiyon buffer olarak


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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CutSmart Restriksiyon Endonukleaz Buffer (NEB, Ingiltere) kullanilmustir. Kit
protokolii asagidaki sekilde modifiye edilerek uygulanmistir:

1. 0.5 ml’'lik PCR tiipii igerisine 50 pl rekombinant pletl.2-LACK plazmidi
(15.000 ng), 15 pl HINDIII-HF™ restriksiyon enzimi (NEB, Ingiltere), 15 ul
BamHI-HF™ restriksiyon enzimi, 15 pl CutSmart buffer (NEB, Ingiltere) ve 60
ul steril su eklenerek toplam 100 ul’lik karigim hazirlanmistir.

2. Karisim 37 'C’de bir saat inkiibe edilmistir.

3. Inkiibe edilen iiriin etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jele yiiklenmis
ve elektroforez sonrast BioRad ChemiDoc Mp goriintiileme cihazinda (BioRad,
Almanya) goriintiilenmistir.

4. Agaroz jelde LACK geninin ve pJetl.2 plazmidinin lineer olarak gorinimii
dogrulanmustir.

5. Agaroz jelde goriilen LACK genine ait bantlar bistiiri ile dikkatli bir sekilde
kesilerek 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinmustir.

6. Restriksiyon tiriiniiniin saflagtirilmasi i¢in GeneAll Expin Combo GP - Gel and
PCR Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore) protokoliinde yer alan
basamaklar uygulanmistir.

7. HINDIII ve BamHI yapiskan bolgelerini igeren LACK geni {iriinii sub-klonlama

islemine kadar -20 'C’de muhafaza edilmistir.

3.6.2. pcDNA3.1+KMP-11 Rekombinant Plazmidinin Restriksiyon Enzimleri ile

Kesilmesi

pcDNA3.1+KMP-11 rekombinant plazmidinin sub-klonlama igin lineer hale getirilmesi
icin HINDIII-HF™ Restriksiyon Endonukleaz (NEB, Ingiltere) ve BamHI-HF™
Restriksiyon Endonukleaz (NEB, Ingiltere) kullanilmistir. Lineer hale getirilen
rekombinant plazmid {riiniiniin agaroz jelden saflastirilmasi basamaginda zarar
gormesini engellemek ve {iriin miktarim1 arttirmak amaciyla HINDIII ve BamHI
enzimleriyle ayn1 anda kesim yapilmistir. Bu amacla reaksiyon buffer olarak CutSmart
Restriksiyon Endonukleaz Buffer (NEB, Ingiltere) kullanilmistir. Kit protokolii
asagidaki sekilde uygulanmistir:
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0.5 ml’lik PCR tiipii igerisine 50 pl rekombinant pcDNA3.1+KMP-11 plazmidi
(15.000 ng), 15 ul HINDII-HF™ restriksiyon enzimi (NEB, Ingiltere), 15 ul
BamHI-HF™ restriksiyon enzimi, 15 pl CutSmart buffer (NEB, Ingiltere) ve 60
ul steril su eklenerek toplam 100 pl’lik karisim hazirlanmastir.

Karisim 37 "C’de bir saat inkiibe edilmistir.

Inkiibe edilen {iriin etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jele yiiklenmis
ve elektroforez sonras1 BioRad ChemiDoc Mp goriintiileme cihazinda (BioRad,
Almanya) goriintiilenmistir.

Agaroz jelde pcDNA3.1+KMP-11 plazmidinin lineer olarak gorinimii
dogrulanmustir.

Agaroz jelde gorillen pcDNA3.1+KMP-11 plazmidine ait bantlar bistiiri ile
dikkatli bir sekilde kesilerek 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinmistir.
Restriksiyon tirlintiniin saflastirilmasi i¢in GeneAll Expin Combo GP - Gel and
PCR Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore) protokoliinde yer alan
basamaklar uygulanmistir.

HINDIII ve BamHI yapiskan bdlgelerini iceren lineer pcDNA3.1+KMP-11

plazmidin iiriinii sub-klonlama islemine kadar -20 ‘C’de muhafaza edilmistir.

3.6.3. pcDNA3.1+KMP-11 ve LACK DNA Parc¢alarinin Ligasyonu

HINDIII ve BamHI restriksiyon enzimleriyle kesilen ve yapiskan uglar iceren LACK
geni ve lineer pcDNA3.1+KMP-11 plazmidinin ligasyonu i¢cin T4 DNA Ligaz (NEB,

Ingiltere) Kiti kullanilmustir. Kit protokolii asagidaki sekilde uygulanmustir:

1.

o o &~ w

Buz igerisine alinan 0.5 ml’lik PCR tiipii icerisine 2 pul T4 DNA Ligase Buffer
(10X), 1 ul vektor DNA (pcDNA3.1+KMP-11) (50 ng.) (0.020 pmol), 1 ul
insert DNA (LACK) (37.5 ng) (0.060 pmol) ve 15 pl distile su eklenmistir.
Karsima son olarak 1 ul T4 DNA Ligaz (NEB, ingiltere) eklenerek toplamda 20
ul ligasyon karisimi elde edilmistir.

Reaksiyon karisimi birkag kez pipetleme yapilarak nazikge karigtirilmastir.
Karisim 16 'C’de bir gece inkiibe edilmistir.

Karisim enzim inaktivitesi icin 65 'C’de 10 dk. bekletilmistir.

Buz iizerine alinan karisim transformasyon islemine kadar -20 "C’de muhafaza
edilmistir.
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3.6.4. Multi-antijenik ~ Rekombinant  Plazmidin  Kompetan  Hiicrelere

Transformasyonu

Multi-antijenik rekombinant pcDNA3.1+LACK+KMP-11 plazmidinin transformasyonu
icin kompetan hiicre olarak OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli hiicreleri
(Invitrogen, ABD) kullanilmistir. Kit protokoliinde yer alan asagidaki basamaklar

uygulanmustir:

1. -80 ‘C’den alman ve bir vial One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli
(Invitrogen, ABD) iceren tiip buz igerisine alinarak ¢oziilmesi beklenmistir.

2. 2 pl’lik ligasyon friinii, buz igerisinde c¢ozilen 100 pl OneShot TOP10
Chemically Competent E. coli hiicrelerine (Invitrogen, ABD) dikkatlice
eklenmistir.

3. Karisim buz igerisinde 30 dk. inkiibe edilmistir.

4. Karisim 42 ‘C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde 30 sn. bekletildikten sonra
tekrar hizli bir sekilde buz igerisine alinmustir.

5. Karisim buz igerisnde 1 dk. bekletilmis ve rekombinant plazmidin kompetan
hiicrelere transformasyonu saglanmaistir.

6. Tiip igerisine oda sicakliginda 250 pl SOC s1v1 besiyeri eklenmistir.

7. Transformasyon karisimi inkiibatorlii calkalayici igerisinde 225 rpm.’de 37
‘C’de 1,5 saat inkiibe edilmistir.

8. SOC siv1 besiyeri ikiye boliinerek ampisilinli LB kati1 besiyerlerine ekilmis ve
pleytler 37 "C’de bir gece inkiibasyona birakilmustir.

9. LB kat1 besiyerinde koloni gelisimi gozlendikten sonra besiyerindeki koloniler

numaralandirilmistir.

3.6.5. Klonlamanin Dogrulanmasi

Pleytler 37 “C’de bir gece inkiibasyondan sonra kontrol edilmistir ve {izerinde koloni
olusumu gozlenmistir. Olusan kolonilerin rekombinant pcCDNA3.1+LACK+KMP-11
plazmidini igerip i¢ermedigi PCR tarama, miniprep-PCR ve DNA dizi analizi ile

dogrulanmistir.
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3.6.5.1. PCR Tarama ile Dogrulama

LB  kati  besiyerinde  olusan  kolonilerin  multi-antijenik ~ rekombinant
pcDNA3.1+LACK+KMP-11 plazmidini igerip icermedigini tespit etmek i¢in oncelikle

PCR tarama yapilmistir. PCR Tarama i¢in asagidaki basamaklar uygulanmistir:

1. 0.5 ml’lik PCR tiipleri igerisinde 12,5 ul PCR 2x master-mix (GeneAll
Biotechnology, G. Kore), 1 ul LiLACK F primeri, 1 ul LILACK R primeri ve
9,5 wul distile su igeren 25 pl karisim hazirlanmistir.

2. 0.5 ml’lik PCR tiipleri igerisinde 12,5 pul PCR 2x master-mix (GeneAll
Biotechnology, G. Kore), 1 ul LiIKMP-11 F primeri, 1 pul LiIKMP-11 R primeri
ve 9,5 pl distile su iceren 25 pl karisim hazirlanmigtir.

3. Tipler numaralandirildiktan sonra LB kat1 besiyerinde iireyen numaralandirilmis
kolonilerden steril ortamda pipet ucu ile alinan 6rnekler, tiiplerdeki karisimlara
bulastirilmustir.

4. LACK ve KMP-11 genlerine ait protokoller kullanilarak PCR kurulmustur.

5. PCR iiriinleri, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiistiir
ve jel ChemiDoc Mp goriintileme cihaz1 (BioRad, Almanya) ile

goriintliilenmistir.
3.6.5.2. Miniprep ve PCR ile Dogrulama

Kolonilerde multi-antijenik rekombinant pcDNA3.1+LACK-KMP+11 plazmidinin
varligin1 dogrulamak igin miniprep yapilmstir. Miniprep isleminde EZ-10 Spin Column
Plasmid DNA Miniprep Kit BS413 (BioBASIC, Kanada) basamaklar1 asagidaki sekilde

uygulanmustir:

1. Steril kabin igerisinde LB kat1 besiyerindeki kolonilerden pipet ucu yardimi ile
alinarak 50 ml’lik falkon tiipii i¢erisinde 10 ml ampisilinli LB s1v1 besiyerine
ekim yapilmistir.

2. Besiyeri inkiibatorlii calkalayici tizerinde 37 "C’de 225 rpm.’de bir gece inkiibe
edilmistir.

3. Elde edilen 10 ml kiiltiir 12.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilmistir.
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Ust s1v1 atildiktan sonra olusan pelet iizerine dnceden RNAaz eklenmis olan 100
ul soliisyon-1 eklenmistir. Pelet resiispanse edilip karisim oda sicakliginda 1 dk.
bekletilmistir.

Karigim tizerine oda sicakligma isitilmig 200 pl soliisyon-11 eklenmistir. Tiip
birkag defa alt-list edilerek karistirilmis ve oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyona
birakilmistir. Mavi renkli homojen bir karigim olusmasina dikkat edilmistir.
Karisima 350 pl oda sicakligindaki soliisyon-I1l ilave edilmistir. Tip nazikge
karistirtlmis ve oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyona birakilmistir. Beyaz renkli ve
akiskan olmayan bir ¢okelti olusuncaya kadar beklenmistir.

Karigim 12.000 rpm.’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Olusan berrak iist s1v1 ¢okelti
karismamasma 0Ozen gosterilerek toplanmis ve kit igerisindeki filtrasyon
kolonuna alinmustir.

Filtrasyon kolonu 2 ml lik toplama bir tiipiine alinarak 10.000 rpm.’de 2 dk.
santrifiij edilmistir.

Stiziintii atilatak toplama tiipii bosaltilmis ve filtrasyon kolonu tekrar tiipe
yerlestirilmistir.

Filtrasyon kolunu iizerine daha 6nceden %96’lik etanol eklenmis olan 750 pl
yikama soliisyonu eklenmistir ve 10.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilmistir.
Siizlintli atilatak toplama tiipli bosaltilmistir ve filtrasyon kolonu tekrar tiipe
yerlestirilmistir.

Uzerine %96’lik etanol eklenmis olan 750 pl yikama soliisyonu eklenmistir ve
10.000 rpm.’de 2 dk. santrifiij edilmistir.

Siizlintli atilarak toplama tiipii bosaltilmistir ve filtrasyon kolonu tekrar tiipe
yerlestirilmistir.

Filtrasyon kolonuda kalan yikama soliisyonunu uzaklagtirmak amaciyla bos
olarak 10.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir.

Filtrasyon kolonu 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tipline alinmig ve siizlintli atilmustir.
Filtrasyon kolonunun membran bdliimiine gelecek sekilde 50 pl eliisyon buffer
eklenmistir. Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edildikten sonra 10.000 rpm.’de 2 dk.
santrifiij edilerek rekombinant plazmid elde edilmistir.

Elde edilen saflastirilmis rekombinant plazmid miktar1 NanoDrop 2000c-UV vis

spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) cihaziyla dlglilmiistiir.
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16. Miniprep ile elde edilen rekombinant plazmid DNA’nin 5’er pl’si alinarak
etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve Gel Logic 212
Pro Jel goriintiileme cihaziyla goriintiilenmistir (Carestream, ABD).

17. Goriintiilenen rekombinant plazmidlerin hedef genleri igerip icermedigini
anlamak i¢in LILACK F, LILACK R, LIKMP-11 F ve LIKMP-11 R primerleri
kullanilarak PCR kurulmustur.

18. PCR fiirtinleri, etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
Gel ChemiDoc Mp Jel goriintileme cihaziyla (BioRad, Almanya)
goriintiilenmistir (Carestream, ABD).

19. Kalan multi-antijenik rekombinant plazmid -20 "C *de muhafaza edilmistir.

3.6.5.3. DNA Dizi Analizi ile Dogrulama

Elde edilen rekombinant plazmid igerisinde klonlanan L. infantum LACK ve KMP-11
genlerinin varlig1 ve dizileri, DNA dizi analizi yontemi ile dogrulanmigtir. DNA dizi
analizi i¢in miniprep ve PCR sonrast %1,5’luk agaroz jelde edilen bantlar GeneAll
Expin Combo GP-Gel PCR Purification Kit (GeneAll Biotechnology, G. Kore)
protokoliine gore saflagtirilmistir. Dizi analizi BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti.
(Ankara, Tirkiye) firmasindan hizmet satin alma yoluyla gergeklestirildi. Firma
tarafindan Big Dye Cycle Sequencing v3.1 kit (AppliedBiosystems, ABD)
kullanilmistir ve sonuglar otomatik DNA dizi analiz cihazinda (ABI PRISM 3130XL
Genetic Analyzer, ABD) analiz edilmistir. Dizi analizi LILACK F, LILACK R, LIKMP-
11 F, LIKMP-11 R, pcDNA3.1 T7 Sequencing ve pcDNA3.1 BGH Reverse Sequencing

primerleri ile 6 defa gergeklestirilmistir.

Elde edilen DNA dizi sonuglari Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science
Griffith University, Avustralya) programi ile incelenmistir. Tiim primerlere ait analiz
sonuglar1 Geneious v10.0.7 (Biomatters, ABD) (74) programina girilerek sekans

hizalamas1 yapilmistir ve LACK-KMP11 genlerine ait konsensiis diziler elde edilmistir.
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3.7. Rekombinant Protein Ekspresyonu
3.7.1. LACK+KMP-11 Genlerinin pET100 Vektoriine Yerlestirilmesi

LACK+KMP-11 PCR iirliniinii elde etmek i¢in 0,2 ul Pfu DNA polimeraz (Bio-Basic
Kanada), 5 pl 10x Pfu reaksiyon buffer (Bio-Basic Kanada), 4 ul 2,5 mM dNTP
karisimi (Bio-Basic Kanada), 1 pl 10 pmol CACC 6n bolgesi igeren LILACK F1
primeri (5’- CACCATGAACTACGAGGGTCACC -3’), 1 pl 10 pmol KMP-11 R
primeri (5’- TTACTTGGATGGGTACTGCGCA- 3°) ve 37,8 ul distile su ile toplam 50
ul’lik PCR karisimi hazirlanmistir. PCR karigimlarina kalip DNA olarak distile su ile
1/100 oraninda seyreltilmis olan pcDNA3.1+LACK+KMP-11 plazmitinden 1 pl

eklenmistir.

95 °C de 5 dk.’lik 6n 1s1tma ile baslayan sirasiyla 95°C de 2 dk. denatiirasyon, 65 °C de
2 dk. baglanma, 72 "C de 2 dk. uzamadan olusan 35 déngii sonrast 72 C’de 15 dk.’lik
son uzama ile biten PCR programi kullanilmistir. 1222 bp. uzunlugundaki PCR
triintiniin 5 pl’si etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
ChemiDoc Mp Imaging System (Bio-Rad, ABD) cihaziyla goriintiilenmistir. PCR

irlinlin safligindan emin olduktan sonra klonlama reaksiyonuna gegilmistir.

Klonlama reaksiyonu i¢in Champion pET100 Directional TOPO Expression Kit
(Invitrogen, ABD) kullanilmistir (Sekil 3.4). Klonlama reaksiyonunda kullanilan

karisim asagidaki sekilde hazirlanmistir.

Klonlama reaksiyonu

PCR iiriinii 4 ul
Tuz soliisyonu 1 ul
Steril su 0 ul
TOPO vektor 1 pl
Total voliim 6 ul

Klonlama reaksiyon karisimi oda sicakliginda 5 dk. inkiibe edilerek rekombinant

plazmid elde edilmistir.
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PCR iiriinii
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Sekil 3.3. Champion pET100 Directional TOPO (Thermo Scientific, ABD) vektor haritasi (5764 bp.).

3.7.2. Multi-antijenik Rekombinant Plazmidin One Shot TOP10 Kompetan

Hiicrelerine Transformasyonu
Bu islem icin yukaridaki sekilde elde edilen klonlama reaksiyonunun 3 pl’si
kullanilmastir.

1. Buz ilizerinde sitilan 50 pl One Shot TOP10 kompetan E. coli (Invitrogen,
ABD) vial igerisine 3 pl klonlama reaksiyon iiriinii nazik¢e eklenmistir. Tiipiin

dip kismina hafif¢e vurularak karigmasi saglanmustir.
2. Karisim buz iizerinde 30 dk. inkiibe edilmistir.

3. Karisim oda 1sisina maruz kalmadan hizli bir sekilde 42 ‘C’ye aktarilmis ve 2
dk. inkiibe edilmistir.

4. Karigim tekrar buz tizerine transfer edilerek 4 dk. inkiibe edilmistir.

5. Transformasyon karistmi {izerine oda sicakliginda 250 pl SOC medium

eklenmis ve karistirict iizerinde 37 'C’de 1,5 saat inkiibe edilmistir.
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6. Transformasyon iirliniiniin 100-200 pl’si oda sicakligina 1sitilmis ampisilinli LB

agar pleylere ekilerek 37 ‘C’de bir gece inkiibe edilmistir.
3.7.3. Klonlamanin Dogrulanmasi

Ampisilinli LB agar pleytlerinde olugan her bir koloni, koloni kayb1 olmamasi i¢in dnce
tek nokta ekimi ile ¢ogaltilmistir. Sonrasinda rekombinant plazmidin varligt PCR ile
dogrulanmistir.

Bu islem igin 12.5 ul 2X PCR Master mix, 2 pl 20 pmol LiLACK F primeri, 2 ul 20
pmol KMP-11 R primeri ve 10.5 ul distile su ile toplam 25 pl’lik PCR karigimlari
hazirlanmistir. PCR karisimlarina kalip DNA olarak pipet ucu ile alinan koloniler ilave
edilmistir. 95 'C de 5 dk.’lik &n 1s1tma ile baslayan sirasiyla 95°C de 1 dk. denatiirasyon,
65 'C de 1 dk. baglanma, 72 'C de 1 dk. uzamadan olusan 35 déngii sonras1 72 C’de 15
dk.’lik son uzama ile biten PCR programi kullanilmistir. 1222 bp. uzunlugundaki PCR
tirtinii, etidyum bromidle boyanmis %1,5’1uk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve ChemiDoc Mp
Imaging System (Bio-Rad, ABD) cihaziyla goriintiilenmistir.

3.7.4. Rekombinant pET100 Plazmid DNA izolasyonu

PCR tarama ile pozitif olarak belirlenen koloniler ampisilin igeren 10 ml LB sivi
besiyerine ekilmis ve 37 'C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Rekombinant
plazmid DNA’s1 High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Almanya) protokoliinde yer

alan basamaklar modifiye edilerek izole edilmistir:

1. Izolasyona baslamadan dnce kit icerisinde yer alan binding buffer buz iizerine

alinmistir.
2. Yaklagik 5 ml E. coli kiiltiirii 6000xg ‘de 30 sn. santrifiij edilmistir.
3. Pelet, RNAaz eklenmis 250 pl siispansiyon buffer ile resiispanse edilmistir.

4. Restiispanse edilmis pelet tizerine 250 pl lysis buffer eklenmis ve 5-6 kez ters-

diiz edilmistir. Karisim oda sicakliginda 5 dk. bekletilmistir.

5. Karisima 350 pl soguk binding buffer eklenmis ve buz icerisinde 5 dk. inkiibe

edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda tiip 13500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis ve elde edilen
iist s1v1 kit igerisinde yer alan kolona aktarilmistir. Kolon 13500 rpm’de 1 dk.

santrifiij edilmistir.

Kolon tizerine 500 ul wash buffer | eklenmis ve 13500 rpm’de 1 dk. santrifiij
edilmistir.

Kolon tizerine 750 pl wash buffer Il eklenmis ve 13500 rpm’de 1 dk. santrifiij
edilmistir.

Steril tiipe aktarilan kolona 50 ul elution buffer eklenmis ve oda 1sisinda 2 dk.

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda 13500 rpm’de 1 dK. santrifiij edilmis ve plazmid DNA’s1

izole edilmistir.
Plazmid DNA miktar1 NanoDrop 2000c Spektrofotometre (Thermo Scientific,

ABD) ile 6l¢iilmiistiir.

Multi-antijenik Rekombinant Plazmidin One Shot BL21 Star (DE3)

Kompetan Hiicrelerine Transformasyonu

LACK ve KMP-11 proteinlerinin eksprese edilebilmesi i¢in rekombinant plazmidin

prokaryotlarda protein ekspresyonuna uyumlu kompetan hiicrelere transformasyonu

yapilmistir. Kompetan hiicre olarak One Shot BL21 Star (DE3) (Invitrogen- ABD) E.
coli hiicreleri kullanilmistir. pET100+LACK+KMP-11 rekombinant plazmidinin

Kompetan hiicrelere transformasyonu agagidaki basamaklar uygulanarak yapilmistir:

1.

-80 'C’den alman 50 pl hacim igerisindeki One Shot BL21 Star (DE3)
(Invitrogen- ABD) E. coli hiicreleri ¢6ziilmesi i¢in yaklasik 30 dk. buz iizerinde

bekletilmistir.
Tiip igerisine 5 pl pET100+LACK+KMP-11 plazmid DNA’s1 eklenmistir.
Karigim buz tizerinde 30 dk. inkiibe edilmistir.

Karisim 42 'C’de 1 dk. bekletilmis ve hizli bir sekilde tekrar buz iizerine transfer

edilmistir.
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5. Buz igerisinde 4 dk. inkiibe edilen karisim iizerine 250 pul SOC medium
eklenmis ve inkiibatorlii c¢alkalayici igerisinde 37 ‘C’de 1,5 saat inkiibe

edilmistir.

6. Transformasyon iiriinii ampisilin iceren 10 ml LB siv1 besiyerine ekilerek 37

“C’de bir gece inkiibe edilmistir.
3.7.6. LACK+KMP-11 Fiizyon Proteininin Ekspresyonu

10 mI’lik ampisilinli s1tvi LB besiyeri igerisine rekombinant plazmidi igeren One Shot
BL21 Star (DE3) (Invitrogen- ABD) E. coli hiicrelerinin ekimi yapilmis ve bir gece
inkiibatorlii ¢alkalayici ierisinde 37 'C’de inkiibe edilmistir. Elde edilen 10 ml 6rnekten
500’er pl almmis ve 10 ml’lik ampisilinli sivi LB besiyeri igeren 2 tiipe tekrar
ekilmistir. Kiiltiirler ODggo degeri 0.5-0.8 olana kadar 37 ‘C’de yaklasik 2 saat daha
inkiibe edilmistir. Ardindan her kiiltiir 4 adet 5 m1’lik alt kiiltiire boliinmiistiir.

Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ile indiiklemeden 6nce kiiltiirlerden 500
ul alinarak 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine konulmustur. Tiipler 13000 rpm’de 1 dk.

santrifiij edilmis ve elde edilen peletler etiketlenerek -20 'C’de muhafaza edilmistir.

Kiiltiirlere son konsantrasyonu sira ile 0,5 mM ve 1 mM olacak sekilde IPTG
eklenmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan tiipe ise IPTG eklenmemistir. Dolayisiyla
iki farkli IPTG konsantrasyonu ile indiiklenmis ve indiiklenmemis kiiltiirler elde
edilmistir. 37 ‘C’de inkiibasyona devam edilmistir. Inkiibasyon siirecinin 2,5., 4. ve 5,5.
ve 7. saatlerinde her bir kiiltiirden 500 pl 6rnek alinmig ve 13000 rpm’de 1 dk. santrifii;
edilmistir. Elde edilen peletler etiketlenerek protein ekspresyon analizi icin -20 "C’de

muhafaza edilmistir.
3.7.7. LACK+KMP-11 Fiizyon Proteininin Analizi

Rekombinant protein ekspresyonu sonucu elde edilen 6rnekler Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)’de vyiiriitiilmiistiir. Orneklerden

Western blot analizleri yapilarak rekombinant protein ekpsresyonu tespit edilmistir.

SDS-PAGE’de kullanilan soliisyonlar ve jelin hazirlanmasinda asagidaki basamaklar

takip edilerek yapilmistir:
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. %30 akrilamid karisim hazirlanmistir. 29 gr akrilamid + 1 gr NN metilen
bisakrilamid 60 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. pH degeri Ol¢iilerek 7 veya
daha diistik oldugu kontrol edilmistir. 0,45 pm’lik filtreden siiziilerek oda
1sisinda ve karanlik ortamda muhafaza edilmistir.

1,5 M tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) (pH 8,8) hazirlanmigtir. 27,23
gr Tris baz 80 ml distile su igerisinde ¢ozilmiistiir. pH degeri HCI ile 8,8’¢
ayarlanmistir distile su ile 150 ml’ye tamamlanarak +4 ‘C’de muhafaza
edilmistir.

. %10’luk amonyum persiilfat hazirlanmistir. 0,1 gr amonyum persiilfat 1 ml
distile su igerisinde ¢Oziilmiistiir. Amonyum persiilfat soliisyonunun jel
hazirlanmasi sirasinda taze olarak hazirlanmasina dikkat edilmistir.

. %10’luk Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) hazirlanmistir. 10 gr SDS 100 ml
distile su icerisinde ¢oziilmiistiir.

1 M Tris (pH 6,8) hazirlanmistir. 6 gr Tris baz 30 ml distile su igerisinde
¢ozililmiis ve pH degeri 6,8’e ayarlanmugtir. Distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak
+4 °C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen soliisyonlar asagida verilen miktarlarda kullanilarak 2x SDS gel-
loading buffer hazirlanmuistir ve +4 C’de muhafaza edilmistir. Hazirlanan

soliisyon 2 kat sulandirilarak kullanilmigtir.

1 M Tris (pH 6,8) 1,6 ml
%10 SDS 4 ml
Gliserol 2ml
Beta-merkaptoetanol 1ml
Brom fenol blue 4 mg
Distile su 1,4 mi

. 5X Tris Glycine electroforez buffer hazirlanmastir. 7,5 gr Tris + 47 gr glisin 400
ml distile suda ¢oziilmiistiir. 25 ml %10’luk SDS eklenmis ve toplam hacim 500

ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen buffer 5 kat sulandirilarak kullanilmistir.

Elde edilen soliisyonlar asagida verilen miktarlarda kullanilarak 5 ml %10 luk

ayristirma jeli hazirlanmustir.

Distile su 19 ml
%30 akrilamid mix 1,7 ml
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1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 ml
%10’luk SDS hazirlanisi 50 ul
%10’luk amonyum persiilfat 50 ul
TEMED 6 ul

Elde edilen soliisyonlar asagida verilen miktarlarda kullanilarak 3 ml %5’lik

sikilagtirma jeli hazirlanmistir.

Distile su 2,1 mi
%30 akrilamid mix 500 pl
1 M Tris (pH 6,8) 380 ul
%10’luk SDS hazirlanis 30 ul
%10’luk amonyum persiilfat 30 ul
TEMED 3ul

10. Diaminobenzidine (DAB) tablet soliisyonu hazirlanmistir. 15 ml 50 mM pH:7,5

tris igerisinde 1 adet SigmaFast DAB tablet (Sigma-Aldrich, ABD) ¢oziilmiistiir.
Solisyon 0,2 pm’lik filtreden siiziilerek iizerine 20 pl %30’luk Hy0,

eklenmistir.

Gerekli soliisyonlar hazirlandiktan sonra asagidaki basamaklar uygulanarak Western

blot analizi yapilmis ve rekombinant proteinin ekspresyonu tespit edilmistir:

1.

Indiikleme esnasinda alinan drnekler iizerine 100 pl gel-loading buffer eklenerek

vortekslenmistir.
Boya ile birlikte 2 dk. kaynatilan 6rneklerin 20 pl’si protein marker esliginde
jele yiiklenmistir.
120 V’ta 4 saat elektroforez sonrasinda jel iizerindeki proteinler nitroseliiloz

membrana transfer edilmistir.

Blotlama sonrasinda nitroseliiloz membran blocking buffer (500 ml PBS+ 250
ul Tween 20 + 25 gr yagsiz siit tozu) icerisine alinarak shaker iizerinde oda

1sinda 3 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda membran 5 kez 5’er dk. siireyle yikama soliisyonu (500

ml PBS + 250 ul Tween 20) ile yikanmistir.
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6. Yikama sonrasinda membran {iizerine blocking buffer ile 1:5000 oraninda
sulandirilan  Anti-HisG-HRP antikoru  (Invitrogen, ABD) dokiilmiistiir.

Membran shaker tizerinde oda 1sinda 1 gece inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonrasmnda membran 5 kez 5’er dk. yikama soliisyonu ile

yikanmistir.

8. Yikama sonrasinda membran lizerine DAB tablet soliisyonu dokiilerek bantlar

gorlintiilenmistir.

3.8. LACK ve KMP-11 Genlerinin Sekans ve Filogenetik Analizi

LACK ve KMP-11 gen bolgeleri i¢in ¢ift yonliit DNA dizisi belirlenen plazmidlere ait
kromotogramlar dikkatlice analiz edildikten sonra Geneious 10.0.7 (Biomatters, ABD)
(74) yazilimu ile forward ve reverse dizilimlerin birlestirilmesi yapilarak, vektor DNA’s1
ile kiyaslanmis, plazmide eklenmis olan hedef gen bdlgeleri belirlemis ve konsensiis
dizilimler clde edilmistir. Elde edilen sekanslarin blastn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) analizleri yapildiktan sonra GenBank’ta mevcut
homolog izolatlara ait ilgili gen bdlgesi sekanslariyla Geneious v.10.0.7 (Biomatters,
ABD) (74) yazilim1 {izerinden ¢oklu hizalamalari yapilarak interspesifik ve intraspesifik
niikleotid farkliliklar1 belirlenmigtir. Filogenetik yapilanmalarin  belirlenmesinde
Bayesian analizleri (BA) uygulanmistir. BA analizlerinde sekans evrimi i¢in en uygun
modelin belirlenmesinde jModelTest 2.1.7 (75) kullanilmistir. Filogenetik agacin
olusturulmasinda en diisiik Bayesian Bilgi Kriteri (BIC) degerine sahip oldugu
belirlenen Hasegawa, Kishino and Yano 1985 (HKY85) + Gamma distributed
(HKY85+G) modeli kullanilmigtir. Markov Chain Monte Carlo taramalari 1.100.000
jenerasyon igin 4 zincir olacak sekilde belirlenmistir. Aga¢ 6rneklemesi ise her 200

jenerasyonda bir (ilk 100.000 agag “burn in”) olarak belirlenmistir.
3.9. LACK ve KMP-11 Proteinlerinin Molekiiler Karakterizasyonu

DNA dizi analiz sonuglarina gore Geneious v.10.0.7 (Biomatters, ABD) (74) programi
ile L. infantum LACK ve KMP-11 proteinlerinin aminoasit dizisi elde edilmistir. Elde
edilen LACK ve KMP-11 aminoasit dizileri Geneious v.10.0.7 (Biomatters, ABD) (74)
programina eklenen EMBOSS v6.5.7. (76) plugin ile analiz edilerek antijenik oldugu



65

tahmin edilen bolgeler, bu bolgelerin aminoasit uzunlugu ve hangi aminoasitler arasinda

yer aldig1 belirlenmistir.

L. infantum LACK ve KMP-11 proteinlerinin  {i¢  boyutlu yapilar
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=indexweb  adresinde  bulunan
Phyre2 Protein Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 programu ile elde edilmis
ve goriintiilenmesi Geneious v.10.0.7 (Biomatters, ABD) (74) programi kullanilarak

gergeklestirilmistir.



4. BULGULAR

4.1. L. Infantum Kiiltiir Sonug¢lar:

Modifiye Leishmania besiyerinde kiiltiirii yapilan L. infantum promastigotlar1 Sekil

4.1°de gosterilmigtir.

-
Sekil 4.1. A. Modifiye Leishmania besiyerinde tireyen kiime halindeki L. infantum promastigotlart
(X40), B. L. infantum promastigot formu (X100)
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Ficoll gradyan1 sonucu elde edilen ve metasiklik promastigotlar: bulunduran ist iki
katman Sekil 4.2°de gosterilmistir.

%0

% Metasiklik
Ficoll Ara promastigotlarin
faz-1 "™ ahnacagi
katman
ico -
Ara
faz-11 "™
%20
Ficoll
Santrifiij Santrifiij
oncesi sonrasi

Sekil 4.2. Ficoll gradyani uygulamasi sonucu olugan katmanlar.
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4.2. L. Infantum LACK Geni Ampklifikasyon, Klonlama, Sekans ve Filogenetik
Analizleri

4.2.1. Amplifikasyon Sonuclar:

Total genomik DNA izolasyonu i¢in 10° adet promastigot kullanilmistir. PCR igin, total
genomik DNA ve L. infantum LACK genine spesifik primerler kullanilmistir. PCR
sonrasinda 948 bp.’lik PCR {irlinii, ethidium bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde
100 bp.’lik marker esliginde (SolisBioDyneFIREPol, Estonya) yiiriitiilmiistiir ve Gel
Logic 212 Pro Jel goriintilleme cihaziyla (Carestream, ABD) goriintiilenmistir (Sekil
4.3.).

100

Sekil 4.3. PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezde goriiniimii. M.100 bp.’lik marker (SolisBioDyne,
Estonya), P. Pozitif kontrol N. Negatif kontrol, 1. 948 bp.’lik L. infantum LACK PCR firiind,



69

4.2.2. Klonlama Sonuclar

Elde edilen 948 bp.’lik PCR iiriinii CloneJET PCR Clonning Kit (ThermoScientific,
ABD) kullanilarak pJET1.2/blunt klonlama vektoriine yerlestirilmistir. Ligasyon tirtinii
OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen, ABD) kompetan
hiicrelerine transforme edilmistir. 37 ‘C’de bir gece inkiibasyon sonrasi olusan koloniler

tespit edilmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. L. infantum LACK PCR (iriiniiniin E. coli kompetan hiicrelerine transformasyonu sonrasi
iretilen koloniler



70

Transformasyon sonrasi gdzlenen kolonilerin rekombinant plazmidi icerip igermedigini
anlamak i¢in yapilan PCR taramasinda kat1 besiyerinden segilen 7 koloniden 2 tanesinin

rekombinant plazmidi igerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.5.).

500

300

100

Sekil 4.5. Kolonilerde rekombinant plazmid varliginin PCR tarama ile dogrulanmasi M. 100 bp.’lik
marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya)1,7. PCR tarama sonucu pozitif 6rnekler, 2-6. PCR tarama
sonucu negatif 6rnekler, P. Pozitif kontrol, N. Negatif kontrol.
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Rekombinant plazmid varligi tespit edilen 7 numarali koloniden miniprep yapilarak
rekombinant plazmidler saflastirilmistir. Rekombinant plazmidin klonlanan geni
igerdigi PCR ile gosterilmistir (Sekil 4.6.). Miniprep ile saflastirilan rekombinant
plazmid, pJET1.2+LACK olarak isimlendirilmistir.

1000
900

500

300

100

Sekil 4.6. Miniprep sonrasi elde edilen rekombinant plazmidin PCR sonuglari. M. 100 bp.’lik marker
(SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) P. Pozitif kontrol, N. Negatif kontrol, 1-3. Template olarak
rekombinant plazmidin kullanildig1 PCR sonucunda olusan 948 bp.’lik {iriin.
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4.2.3. Sekans ve Filogenetik Analiz Sonuc¢lar:

Klonlamanin dogrulugunu kanitlamak i¢in rekombinant plazmidin DNA dizi analizi
yapilarak, klonlanan L. infantum LACK geninin DNA dizisi elde edilmistir. Elde edilen
DNA dizi sonuglart Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science Griffith
University, Avustralya) programi ile incelenmistir. F ve R dizi analiz sonuglar
Geneious v10.0.7 (Biomatters, ABD) (74) programina girilerek sekans hizalamasi
yapilmistir ve L. infantum LACK genine ait konsensiis dizi ve kodlanan aminoasitler
elde edilmistir. (Sekil 4.7.).

10
ATGAACTACG
M N i &
¢P
GGCCTGCCCG
A C P
110

GCGATGGCAC
R D G T

160
GACAGCGACT
D S D

210
CGTGTCGTGT
\ S C

260
CCTGGGACCG
S w D R

310

CGCAAGTTCC
R K F

GGACGACCGC
D D R
10
GGAACGTGGC
W NN

ago

GACTGGGTGA
D W Vv
510
GGTGTCCGGC
\ S G
560

GCAAGTGTGA
G K & E

610
ACGGTGTCGC
T \ S

660
GGCGCTGCTG
A L L

710
TGGAGTCGCC
vV E S P

760
TGCGTCGCGA

c Vv A

P!ﬂ

TGTGATTGCG
vV 1 A
a6l

CCATTGCCTG
S | A w

e10

AACCTGATCC
N L |

AGGGTCACCT
E G H L

CAGCAGGCGG
Q o A
GGCCATCTCG
A 1 8

ACGGTCTGCC
Y G L P

3

GTGTCGCTGG
¥ .5 E
CTCCATCCGC
g I R

TGAAGCACAC
L K H T

CTGATCGTGT
L1 v

GGGCGAGTGC
Gk b

GCAGCATCTG
G g g
520

AGCTGGGACA
S W D

-

GCGCACGCTC
i

CAGACGGGTC
F oD G S

/70
TGGGACCTGA
w D L

CATCAACCAG
N Q
CGGAGAGGTC
g E R S
GAGCTGACGC
E LT

870
GTCCGCCGAC

S A D

GEGTGTGETC
R V. W S

30
GAAGGGCCAC
K G H

30

GGTCGTACAT
G S Y |

130
TGGAAAGCCA
WK A

GAGCCACCGC
S H R

230

CCCACGCCAC
A H A T

ATGTGGGACC
M W D

130
CAAGGACGTG
K D A

380

CCGCGGGCCG
S A G R

430
ATGCACGAGT
M H E

430
TTTCTCGCCG
F S P

3?F
ACACCATCAA
N T I K

580

AAGGGCCACA
K G H

GCTGTGEGCE
L C A
GCACCGGCGA
5 T G E

ATCGCCTTCT
| A F
f%U

TCTGTCCGTG
L S \

830
CGGACGGCGC
P D G A

380

GGCAACACTC
G N F

330

CATCTCCGAC
IS D

10
CGCGGATGGG
R G W
CAAGGTGGTG
K Vv Vv
ACCCCGACCG
N P D R

CTEGABGGEC
L E G

CGACTACGCG
D Y A
TGCGCAATGG
LR N G

CTCGCCGTCG
L A \"

CGACAACGTG
D N V

44D
TCCTGCGCGA
F L R D
190
TCGCTGGAGC
S L E

GGTATGGAAC
v W N

GCAACTACGT
S N Y |V

TCCGGCGGCA
ST G

600
GCAGCTGTTC
Q L F

CGCCCAACCG
S P N R

150

TACGACCTGG
Y D L

840

GAAGCCGTCC
K P S
890
TGTACTEC66
L ¥ S G

GCCGAG
A E

TCACCTCCCT
\% 1 S L
100

TCGACGTCGC
S d S

150

CCACAGCGTG
H S Vv

200
ACACCGGCTT
H T G F

CTGACCGCGT
E T A
CCAGTGCCAG
Q C Q

350
CCTTCTCGCC
A E S P

490
ATCCGCGTGT
| R \

450
CGGCCACGAG
G H E

500
ATCCGATCGT
H P | v

550

GTGAACGGGG
vV N G

GTCCACGETG
ST v

650
AGGACGGCGC
K D G A

700
AAGATCAACG
K | N

CTTCTGGATG
Foow M
AGAGCAAGGC
E S K A
GAGTGCATCT
EC |

900
TCACAAGGAC
H K D

Sekil 4.7. L. infantum LACK DNA dizisi ve kodladigi aminosistler
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L. infantum LACK geni DNA dizi analiz sonucu Geneious v10.0.7 (Biomatters, ABD)

(74) programi ile web tabanli BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) sistemine

girilerek GenBank veri tabanindaki mevcut DNA dizileri ile karsilastirilmistir.

Calismamizda elde edilen ve GenBank’a yiiklenen KT184317 numarali “L. infantum
(MHOM/TR/2009/EP174) LACK gen dizisi mevcut 32 dizi ile karsilastirma sonuglari

Tablo 4.1°de ikili hizalama analizleri sonucu niikleotid farklilik oranlar1 da Tablo 4.2°de

verilmistir. LACK gen bolgesine gore analiz edilen izolatlarin niikleotid dizilimlerinin

¢oklu hizalama analiz sonuglar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. L. infantum LACK gen dizisinin (KT184317) GenBank’a kayitl dizilerle kargilagtirma

sonuglari

E‘ga GenBank ID Organizma Sus Ulke I(BOZr)]zerllk
1 XM_001470282  Leishmania infantum JPCM5 - 100,00
2 U49695 Leishmania infantum PB75 - 100,00
3 AB075696 Leishmania donovani MHOM/CN/86/Sc-6 Cin Halk Cum. 99,90
4 AF363974 Leishmania donovani MHOM/SD/001S-2D Sudan 99,80
5 EU016105 Leishmania chagasi MHOM/BR/73/M2269 Brezilya 99,90
6 JX305924 Leishmania tropica MHOM/IR/04/Sensitive-2M  Iran 98,90
7 JX305923 Leishmania tropica MHOM/IR/04/Resist-439 fran 98,80
8 JX289832 Leishmania tropica MHOM/IR/04/827 fran 98,80
9 JX305921 Leishmania infantum MCAN/IR/10/Resist1 iran 98,70
10 JX289833 Leishmania major MRHO/IR/75/ER fran 98,70
11 XM_001684508  Leishmania major Friedlin Friedlin 98,40
12 AF034793 Leishmania donovani - - 98,30
13 XM_003877070  Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 Guetamala 98,20
14 AF363977 Leishmania amazonensis Josefa Brezilya 98,20
15 AF363975 Leishmania major Abdou Suriye 98,20
16 AF034804 Leishmania major - - 98,20
17 AB075697 Leishmania amazonensis MPRO/BR/72/M1845 Brezilya 98,20
18 AY053464 Leishmania amazonensis IFLA/BR/67/PH8 Brezilya 98,10
19 AF363978 Leishmania braziliensis HOM/BR/75/M2903 Brezilya 98,10
20 AF034805 Leishmania braziliensis Brazeliensis Brezilya 98,10
21 AF363976 Leishmania mexicana - Meksika 98,00
22 U27568 Leishmania major - - 97,90
23 XM_010702327  Leishmania panamensis MHOM/PA/94/PSC-1 Panama 96,70
24 XM_001566271  Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 Brezilya 96,50
25 AF125254 Leishmania panamensis M/HOM/PA/71LS94 Panama 96,50
26 AF125255 Leishmania panamensis M/HOM/PA/71LS94 Panama 96,30
27 AF357839 Leishmania donovani - Cin Halk Cum. 95,20
28 XM_015798033  Leptomonas pyrrhocoris - Cek Cumhuriyeti 88,60
29 XM_015798032  Leptomonas pyrrhocoris - Cek Cumhuriyeti 88,60
30 XM_015798031  Leptomonas pyrrhocoris - Cek Cumhuriyeti 88,60
31 XM_015798030  Leptomonas pyrrhocoris - Cek Cumhuriyeti 88,60
32 AF063022 Crithidia fasciculata - Ispanya 87,70




Tablo 4.2. GenBank’a kayitli LACK sekanslarinin ikili hizalama farkliliklari

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 | 13| 14| 15| 16| 17 ([ 18 ( 19 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25| 26 | 27 [ 28 [ 29 ( 30 | 31 | 32 | 33
AF063022 0.13]0.13]0.13(0.13{0.13]0.13|0.14{0.13]0.13]0.13|0.13{0.13]0.13]0.13|0.13{0.13]0.13|0.13{0.13{0.13]0.13|0.13{0.15]0.12]0.13| 0.13 | 0.13 ] 0.08 | 0.08 | 0.08 [ 0.08 | 0.14
KT184317 0.13 0.00 ] 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 ] 0.01]0.01 | 0.02|0.02]0.02]0.010.02]0.02]0.02]0.020.02]0.02]0.020.02|0.02]0.02]0.05[0.04|0.04]0.04]0.04[0.12]0.12]0.12 ] 0.12 [ 0.02
XM_ 001470282 | 0.13 | 0.00 0.00 | 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 0.01 [ 0.01]0.02 | 0.02]0.02|0.01]0.02]0.02|0.02]0.02[0.02]0.02|0.02]0.02|0.02]0.02]0.05[0.04]0.04[0.04]0.04|0.12]0.12|0.12] 0.12 | 0.02
U49695 0.13 ] 0.00 | 0.00 0.000.00 [ 0.00|0.01]0.01[0.02]0.02|0.02]0.010.02]0.020.02]0.02]0.02 0.02]0.02|0.02]0.02|0.02]0.05]|0.04]0.04]0.04|0.04]0.12[0.12]0.12 [ 0.12 | 0.02
EU016105 0.13 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.00 ] 0.01 [ 0.01 ] 0.02 [ 0.02 ] 0.02 { 0.01 | 0.02 ] 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 ] 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.05 [ 0.04 | 0.04 [ 0.04 ] 0.04 [ 0.12 | 0.12 | 0.12 | 0.12 | 0.02
AB075696 0.13 ] 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.01]0.01 {0.01]0.02[0.01]0.010.02]0.020.02]0.02]0.02 [0.02]0.02 [0.02]0.02[0.02]0.04]0.03]|0.04]0.04[0.04]0.12 |0.12]0.12 [ 0.12 | 0.02
AF363974 0.13 ] 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.01]0.01]0.01]0.02]0.02[0.01]0.02|0.02]0.02{0.02]0.02]0.02 [0.02]0.02 | 0.02]0.02 | 0.05]0.03[0.04]0.04]0.04|0.12]0.12| 0.12 ] 0.12 | 0.02
AF034793 0.1410.01]0.01 {0.01]0.01]0.01]0.01 0.0210.02]0.03]0.02|0.02]0.03]0.03]0.03|0.03]0.03]0.030.03[0.03]0.03]0.03[0.05]0.04]0.05]0.05(0.05]0.13]0.13]0.13|0.13]0.03
JX305924 0.13]0.01]0.01{0.01]0.01]0.01]0.01(0.02 0.00 { 0.00 ] 0.00 | 0.00 [ 0.01]0.02]0.020.02[0.02]0.02]0.02]0.02|0.02]0.02]0.05[0.03|0.04]0.04]0.04(0.12]0.12]0.12 | 0.12 | 0.02
JX305923 0.13]0.02]0.02 [ 0.02]0.02 [ 0.01]0.01 | 0.02 | 0.00 0.00 | 0.00]0.01 {0.01]0.02[0.02]0.02|0.02|0.02]0.020.02]0.02|0.02]0.05|0.04]0.04|0.040.04]0.12[0.12]0.12 | 0.12 | 0.02
JX289833 0.13]0.02 ] 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.03 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.01]0.01 [ 0.02 ] 0.02 [ 0.02 ] 0.02 | 0.02 | 0.03 | 0.03 | 0.02 | 0.02 [ 0.05) 0.04 [ 0.04 ] 0.04 [ 0.04 | 0.12]0.12 | 0.12 ] 0.12 | 0.02
JX305921 0.130.02 ] 0.02 [ 0.02 ] 0.02 [ 0.01] 0.02 | 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.01]0.01]0.02]0.02]0.02 [0.02]0.02|0.02]0.02|0.02 ] 0.02]0.05[0.04]0.04 [0.04)0.04[0.12]0.12 | 0.12 | 0.12 | 0.02
JX289832 0.13]0.01]0.01 {0.01]0.01{0.01]0.010.02]0.00]0.01]0.01]0.01 0.01]0.02{0.02]0.02]0.02 [0.02]0.02 | 0.02]0.02{0.02]0.05]0.03]|0.04]0.04[0.04]0.12 {0.12]0.12 { 0.12 | 0.02
XM 001684508 | 0.13 [ 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.03 [ 0.01 | 0.01 [ 0.01 | 0.01 | 0.01 0.02{0.02]0.02]0.02 0.02]0.03]0.03]|0.02(0.02]0.05]|0.04]0.04|0.04]0.04]0.12(0.12|0.12]0.12 | 0.01
AF363975 0.13]0.020.02 [ 0.02]0.02]0.02|0.02 [ 0.03]0.02]0.02]0.02 0.02]0.02 | 0.02 0.00 {0.01]0.00]0.00[0.01{0.01]0.01]0.00(0.05]0.04]0.04]0.04[0.04]0.12]0.12]0.12{0.12]0.03
AF034804 0.130.02 ] 0.02 [ 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.03 [ 0.02 ] 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.00 0.01]0.00]0.00 [0.01]0.010.01]0.000.05]0.04[0.04]0.04]0.04(0.12]0.12|0.12]0.12 | 0.03
AF363977 0.130.02]0.02 [ 0.02 ] 0.02 [ 0.02 ] 0.02 [ 0.03 | 0.02 | 0.02 ] 0.02 | 0.02 | 0.02 ] 0.02 | 0.01 | 0.01 0.00 | 0.00]0.010.01]0.010.00]0.05|0.04]0.04(0.04]0.04]0.12|0.12|0.120.12 ] 0.03
XM 003877070 0.13 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.03 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.01{0.01]0.00]0.00 [0.05]0.03[0.04]0.04|0.04|0.12]0.12|0.12]0.12 | 0.03
ABO075697 0.13]0.02 ] 0.02 { 0.02 ] 0.02 | 0.02 ] 0.02 | 0.03 | 0.02 ] 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.01]0.01{0.00|0.00]0.05[0.03]0.04|0.04]0.04[0.12]0.12{0.12 | 0.12 ] 0.03
AF363978 0.13]0.02 ] 0.02 [ 0.02 ] 0.02 [ 0.02 ] 0.02 [ 0.03 | 0.02 ] 0.02 | 0.03 | 0.02 [ 0.02 ] 0.03 [ 0.01 ] 0.01 { 0.01 | 0.01 | 0.01 0.00 | 0.00 ] 0.01 [ 0.05]0.04 [ 0.04 ] 0.04 | 0.04|0.12]0.12|0.12]0.12 [ 0.03
AF034805 0.13]0.02 ] 0.02 [ 0.02 ] 0.02 ] 0.02 | 0.02 [ 0.03 ] 0.02|0.02|0.03|0.02]0.02]0.03[0.01|0.01]0.01]0.01|0.01]0.00 0.00]0.01]0.05[0.04|0.04]0.04]0.04(0.12]0.12]0.12 ] 0.12 [ 0.03
AF363976 0.130.02 ] 0.02 [ 0.02 | 0.02 [ 0.02 ] 0.02 | 0.03 | 0.02 | 0.02 | 0.02 ] 0.02 [ 0.02 ] 0.02 | 0.01 ] 0.01 | 0.01 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.05]0.04]0.04]0.04(0.04]0.12|0.12]0.12 [ 0.12 | 0.03
AY053464 0.130.02 ] 0.02 [ 0.02 | 0.02 [ 0.02 ] 0.02 | 0.03 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01]0.01 | 0.00 0.05]0.04{0.04]0.04]0.04(0.12]0.12|0.12]0.12 | 0.03
AF357839 0.15 0.05] 0.05 [ 0.05 | 0.05 | 0.04 ] 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 0.05]0.06 [ 0.06 | 0.06 | 0.14 | 0.14 | 0.14 | 0.14 | 0.05
XM 010702327 0.12 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 [ 0.04 | 0.03 | 0.03 ] 0.04 | 0.03 | 0.04 [ 0.04 ] 0.04 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 [ 0.03 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.05 0.00 | 0.00 ] 0.00 { 0.11]0.11{0.11 ] 0.11 | 0.04
XM 001566271 0.13 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 ] 0.05 [ 0.04 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.06 | 0.00 0.01]0.01]0.11{0.11]0.11{0.11] 0.04
AF125254 0.1310.04 ] 0.04 [ 0.04 ] 0.04]0.04]0.04[0.05]0.04]0.04]0.04[0.04]0.04]0.04[0.04|0.04]0.04]0.04[0.04]0.04]0.04]0.04[0.04]0.06|0.00|0.01 0.000.12]0.12|0.12]0.12 [ 0.04
AF125255 0.1310.04 ] 0.04 [ 0.04 ] 0.04]0.040.04 [0.05]0.04]0.04]0.04[0.04]0.04]0.04[0.04|0.04]0.04]0.04[0.04]0.04]0.04]0.04|0.04]0.06 | 0.00]0.01|0.00 0.12]10.12]0.12]0.12 | 0.05
XM 015798031 0.08 | 0.12 ] 0.12 ] 0.12 ] 0.12{0.12{0.12{0.13 {0.12 | 0.12 0.12 ] 0.12 ] 0.12 | 0.12|0.12(0.12 | 0.12 ] 0.12 ] 0.12 | 0.12 | 0.12 | 0.12 | 0.12{ 0.14 { 0.11 | 0.11 | 0.12 | 0.12 0.000.00 [ 0.00 | 0.13
XM 015798033 0.08 | 0.12 ] 0.12 ] 0.12 ] 0.12{0.12{0.12{0.13 | 0.12 | 0.12] 0.12 ] 0.12] 0.12 ] 0.12]0.12[0.12 | 0.12 | 0.12] 0.12 | 0.12 ] 0.12 ] 0.12 ] 0.12 [ 0.14 { 0.11 | 0.11 | 0.12 | 0.12 | 0.00 0.00]0.00 | 0.13
XM 015798030 0.08 { 0.12]0.12]0.12 ({0.12]0.12 (0.12 0.13 | 0.12 | 0.12{ 0.12] 0.12]0.12 [ 0.12 ] 0.12 [ 0.12 ] 0.12{ 0.12 | 0.12 ] 0.12 | 0.12 ] 0.12 [ 0.12 ] 0.14 [ 0.11 | 0.11 [ 0.12 | 0.12 ] 0.00 | 0.00 0.00 | 0.13
XM 015798032 0.08 { 0.12 ] 0.12 | 0.12 ({0.12]0.12 | 0.12]0.13 {0.12 ] 0.12 { 0.12) 0.12] 0.12 | 0.12 ] 0.12| 0.12 ] 0.12 [ 0.12 ] 0.12 | 0.12 ] 0.12 | 0.12 | 0.12 ] 0.14 [ 0.11 | 0.11 [ 0.12 ] 0.12 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.13
U27568 0.14 ] 0.02 ] 0.02 [ 0.02 | 0.02 [ 0.02 ] 0.02 [ 0.03 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.01 | 0.03 ] 0.03 { 0.03 | 0.03 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 [ 0.05 | 0.04 | 0.04 ] 0.04 | 0.05 | 0.13 ] 0.13 | 0.13 ] 0.13
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A TGAACT ACGACGG‘I CACCT lGAAGGGLgACCGCG&A 166"

AUGAACUACGACGGUCACCUGAAGGGCCACCGCGGAUGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGLTACCGLGGAUGE
ATGAACTACGAGGGTCACCTGAAGGGCLACCGCGGATGE
AUGAACUACGAGGEGUCACCUGAAGGGCCACCGCGGAUGE
ATGAACTACGAGGGTCACCTGAAGGGLCACCGCGGATGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGECACCGCAGAUGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGLCACCGLGGAUGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGCCACCGCGGAUGG
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGCCACCGCGGAUGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGTCACCGCGGAUGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGLCACCGCGGAUGE
ATGAACTACGAGGGTCACC TGAAGGGE CACCGCGEATGE
ATGAACTACGACGGTCACCTGAAGGGCCACCGCGGATGE
ATGAACTACGAGGGTCACCTGAAGGGECACCGCGCATGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGCCACCGCGGAUGE
ATGAACTACGAGGGTCACCTGAAGGGLCACCGCGGATGE
AUGAACUACGACGGUCACCUGAAGGGLCACCGCGGAUGE
ATGAACTACGACGGTCACCTGAAGGGECACCGCGCATGE
AUGAACUACGACGGUCACCUGAAGGGCCACCGCGGAUGE
ATGAACTACGACGGTCACCTGAAGGGCTACCGCGGATGE
ATGAACTACGAGGGTCACCTGAAGGGCCACCGCGEATGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGIICACCORGCAUGE
AUGAACUACGACGGUCACCUGAAGGGLCACCHIGEAUGE
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGLCACCIHMGGAUGG
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGCCACCTMIGGAUGG
AUGAACUACGAGGGUCACCUGAAGGGLCACCHIGGAUGG
ATGAACTACGAGGGTCACMITGABLGGLCACLGLGEATGE

GICACCTCCCTuuCL1GCCCQCAG(AGGCGGQ&TC&!ACAICAAGLIGbluTCuACGTLhLBCGA
GUCACCUCCCUGGLCUGCLLGCAGCAGGCEOGRUCGUACAUCAAGEUGGUGUCGACGUCGCECGA
GUCACCUCCCUGGCLUGCCLGCAGCAGGLGEGGEUCGUACAUCAAGEUGGUGUCGACGUCGCECGA
GTCACCTCCCTGGCLTGCLCOCAGCAGGLEOGETCGTACATCAAGGTGGTGTCEACGTCGCECGA
GUCACCUCCCUGGLLUGCLCGCAGCAGGCGGGGUTGUACAUCAAGGUGGUGUCGACGUCGLGCGA
GTCACCTCCCTGGLLTGCLCGCAGCAGGCEEGGTCGTACATCAAGETGGTGTLCACGTCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCCUGCLLGCAGCAGGCEEGEUCOUACAUCAAGGUGGUGUCGACGUCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGLCUGCTCOCAGCAGGCGGGEUCGUACAUCAAGEUGEUGUC GACGUCGEGCGA
GUCACCUCCCUGGLCUGCTCGCAGCAGGCGGGGUEGUACAUCAAGGUGGUGUCGACGUCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCLUGCLCGCAGCAGGCGGGGUCGUACAUCAAGCUGCUGUCGACGUCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCLUGCLCGCAGCAGGCEOGEUCGUACAUCAAGCUGGUGUCGACGUCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCCUGCCCGCAGCAGGCGGGGUCGUACAUCAAGGUGGUGUCGACGUCGCGCGA
GTCACCTCCCTGGOCTGCCCGCAGCAGGCEGGGTCGTACATCAAGETGETGTCGACGTCGCGCGA
GTCACCTCCCTGGCCTGCCCGCAGCAGGCEGGGTCGTACATCAAGCTGETGTIIGACGTCGCGCGA
GTCACCTCCCTGGCCTGCCCGCAGCAGGCGGGGTCGTACATCAAGETGETGTCCACGTCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCLUGCLCGCAGCAGGCGGGGUCGUACAUCAAGGUGCUGUCGACGUCGCGCGA
GTCACCTCCCTGGLCTGLCCGCAGCAGGCGGGGTCGTACATCAAGGTGGTGTRIGACGTCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCCUGCCCGCAGCAGGCEOGGUCGUACAUCAAGCUGCUGUCCACGUCGCECGA
GTCACCTCCCTAGCCTGCLCGCAGCAGGCOGGGTCGTACATCAAGETGETGTCCACGTCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCCUGCCCGCAGCAGGCGGGEUCGUACAUCAAGCUGCUGUCCACGUCGCGCGA
GTCACCTCCCTGGLLTGCLCGCAGCAGGCEGGGTCGTACATCAAGCTGCTGTCCACGTCGCETGA
GTCACCTCCCTGOLCTGCCCGCAGCAGGCGOGGTCGTACATCAAGGTGETGTCCACGTCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCLUGLCCGCAGCAGGCOOGGUCGUACAUCAAGEUGCUGULGACGUCGCECGA
GUCACCUCCCUGGLLUGCLLGCAGCAGGLGGGEUCGUACAUCAAGEUGGUGUCGACGUCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCLUGCLCGCAGCAGGCGGGGUCGUACAUCAAGEUGCUGUCGACGUCGCGCGA
GUCACCUCCCUGGCLUGCLLGCAGCAGGCEOGEUCGUACAUCAAGCUGGUGUCGACGUCGCGCGA
GUCACCUCCCUSGCCUGCLCGLAGCAGGLEOGOUTOUACAUCAAGGUGGUGUCGACGUCGCGCGA
GTCACCTCCCTGGLCTGLLCGBAGCAGGURGMGTCGTACATCAAGETGC TR TCACGTCGLGLGA

AUGAACUBCGAGGGIIEIC UGAAGGGEICACCGCGGEUGE GUCACBUCCCUGGCEUGCLLGCAGCAGGIGHIUCAUACAUCAAGEUGGUGUCACGUCBCGCGA
AUGAACUBCGAGGGIEEENC UGAAGGGRICACCACGGEUGE GUCACBUCCCUGGCEIGCTCOCAGCAGGOIGARUCHUACAUCAAGCUGGUGURACGUCECGCGA
AUGAACUBC GAGG GBI C UGAAGGGEICACCGCOGEEUGE GUTACBUCCCUGGEUGLCCOCAGCAGGURGGEUCAUACAUCAAGEUGEUGUEACGUCECECGA
AUGAACUBC GAGG GBI C UGAAGGGRICACCGCOGEUGE  GUCACBUCCCUGGUBUGCLCGCAGCAGGURGCEVCBUACAUCAAGGUGGUGUCRACGUCECOCGA
ATGAACTACGHEGG T T GAA - GGCCACHGCGGE TGRBGTCACBTCCCTGOLETGCCLGCAGCAGGCRGHETCTACATCAAGGTHIGTGTCGACGTCRICGCGA

l..) lzl} I;l) 1‘-0 I)\, l{,o Im lu) IDU 7[_(] )!c
BGGCACGGECATCTCETGGAABGCCAACCCCGACCGCCACAGEGTGEACAGCGACTACGGTCTGCCGAGCCACCGCCTRGAGGGCCACACCGGCTTCGTGTCGTG
BGGCACGECCAUCUCGUGGAABGCCAACCCCGACCGCCACAGCGUGGACAGEGACUACGGUCUGCCGAGCCACCGCCURGAGEGCCACACCGGEUUCGUGUCGUG
GCACGGCCAUCUCGUGGAARGE CAACCCCGACCGCCACAGCGUGGACAGTCGACUACGGUCUGCCGAGCCACCGCCURGAGEGCCACACTCGGCUUCGUGUCGUG
GCACGGCCATCTCGTGGAABRGECAACCCCGACCGCCACAGCGTGGACAGCGACTACGGTCTGCLGAGCCACCGCCTRGAGGGCCACACCGGETTCLTGTCGTG
BGGCACGECCAUCUCGUGGAABGCCAACCCCGACCECCACAGCGUGEACAGCGACUACGGUCUGCCGAGCCACCECCURGAGGGCCACACCGGCUUCTUGUCGUG
WGGCACGGLCATCTONTGGAABGCCAACCCCGACCGCCACAGCGTGEACAGEGACTACGGTCTGCCGAGCCACCGCCTGAGGGCCACACCGGETTCGTGTCGTG
BGGCACGGCCAUCUCGUGGAAGGCCAACCCCGACCGCCACAGCGUGGACAGCGACUACGGUCUGCCSABCCACCCCCUBGAGEGCCACACCGGLUUCGUGUCGUG
BGGCACGGLCAUCUCGUGGAAGGLCAALLCCGACCGCCACAGLGUGGACAGLGACUACEGUCUGCCGARCCACCGCCURGAGGGCCACACCGGLUYCTUGUCGUG
BGGCACGECCAUCUCGUGGAAGELCAACCCCGACCGCCACAGCGUGGACAGCGACUACGGUCUGCCGARCCACCGCCURGACGGGCCACACCGGLUUCGUGUCGUG
BGGCACGECCAUCUCGUGGAAGGLCAACTCCGACCECCACAGCGUGGACAGLGACUACGGUCUGCLGARCCACCCCCUBGAGEGCLCACACCGLLUUCTUGUCGUG
GCACGECCAUCUCCUGGAAGECCAACCCCGACCGUCACAGCGUGCACAGEGACUACGGUCUGCCGARCCACCGCCURGACEGCCACACCGGCUUCEUGUCGUG
BGGCACGGLCAUCUCGUGGAAGECCAACCCCGACCECCACAGCGUGGACAGC GACUACGGUCUGCCGARCCACCGCCURGAGEGCCACACCGGCUUCGUGUCGUG
BGGCACGGCCATCTCETGGAARGCCAACCCCGACCECCACAGCGTGEACAGCGACTACGGTCTGCCGAGCCACCGCCTRGAGEGCCACACCGGLTTCGTGTCGTG
COGCACHGCCATCTCGTGGAAGGLCAACCCCGACCGCCACAGCGTGGACAGEGACTACGGTCTGCCGAGCCACCGCCTHGAGGGCCACACCGGETTCOTGTCGTG
COGCACMGCCATCTCGTGGAAGCLCAALCCCGACCGCCACAGLGTGEACAGCGACTACGGTCTGCLGAGCCACCEECTEGAGGGCLACALLGLLTTCATGTCGTG
CGGCACMGCCAUCUCGUGGAAGGLCAACCCCGACCGCCACAGCGUGEACAGCGACUAC GGUCUGCCEAGCCACCGCCUBGAGEGCCACACLGGLUUCTUGUCGUG
CGGCACMECCATCTCETGGAAGECCAACCCCGACCGCCACAGCGTGEACAGLGACTACGGTCTGCCGAGCCACCECCTEGAGGECCACACCGGLTTCATGTCGTG
CEGCACNECCAUCUCGUGGAAGELCAATCCCCGACCECCACAGLGUGGACAGLGACUALGGUCUGCLGAGLCACCECCURGAGEGCCACACLGGLUUCEUGULGUG
CGGCACHGUCATCTCGTGGAAGGLCAACCCLGACLOCCACAGCGTGEACAGLGACTACGGTCTGCCOAGLCACCECCTHGAGGGCCACACCGGETTCOTGTLGTG
CGGCACRGCCAUCUCGUGGAAGGLCAACCCCGACCGCCACAGLGUGEACAGCGACUACGGUCUGCLGAGCTACCGCCUBGAGGGCLACACLGGCUUCEUGUCGUG
CGGCACRECCATCTCETGGAAGECCAACCCCGACCGCCACAGCGTGEACAGLGACTACGGTC TGCCGAGCCACCGCCTRGAGEGCCACACCGGETTCETGTCGTS
COGCACHECCATCTCETGGAAGELCAACCCCOACCECCACAGLGTGEACAGCGATTACGGTCTGCCGAGCCACCECCTEGAGEGCCACACCGGLTTCRTGICGTG
BCEACGEHEICAUCUCGUGGAAGECCAATCCCGACCGCCATAGTGUGEACAGLGATUACGGUCUGCC GARCCACCGCCURGAGGGCCACACCGGILUCGUGUCGUG
CGGCACGEC CAUCUCOUGGAAGEICCAACCCCGACCGCCACAGCGUGGACAGCGACUACGGUCUGCOBARCCACCGCCUBGAGGGCCACACCGGLUVCEUGUCGUG
CGGCACGECCAUCUCGUGGAAGECCAACCCCGACCGCCACAGCGUGEACAGCGACUACGGUCUGCCBABCCACCCCCURGAGEGCCACACCGGEVUCEUGUCGUG
CGGCACGECCAUCUCGUGGAAGEICCAACCCCGACCECCACAGCGUGGACAGEGACUACGGUCUGCCMARCCACCGCCUBGAGGGCCACACCGGCUUCGUGUCGUG
COGCACGECCAUCUCGUGGAAGRCCAACCCCGACCGCCACAGE GUGEACAGCGACUAC GGUC UGCCARCCACCGCCURGAGGGC CACACCGGLLUUCEUGUCGUG
CGGCACGECCATOBCETGGAAGGLCAACEC GACCGCCABAGCGTGEACAGTGACTACGGTCTGCCGAGCCACCGCCTRGAGGGC CACACCGGCTTCGTGTCGTG
CGANACGECCAUCUCIUGGAAGECCAACCCCGACCGCCACAGC GUGCAGEBORECUACGGEC MICCOEBCCACCGORUBGAGEGCCACACCGGCUUBGUGUCEUG
CGGRACGGCCAUCUCIUGGAAGEICCAACCCCGACCGCCACAGCGUGGAGHRCING CUACGGEC LICCGERCCACCCORUBGAGGGCCACACCGGCUUBSUGUCRUG
CGABACGGCCAUCUTIUGGAAGRCCAACCCCGACCGCCACAGCGUGEAGERCIIGCUACGGEC BCC GERCCACCGCRUBGAGGGCCACACCGGCUUBGUGUCRUG
CGANACGECCAUCUCIUGGAAGEICCAACCCCGACCECCACAGCGUGCAGIICING CUAC GGEC BICCGRBCCACCGCRUBGAGGGCCACACCGGCUUMGUGUCUG
CGGCACGECCATCTCETGGAAGGCCAACCCCGACCGCCACAGCGRGEARMBCBACTACGGEE THICCGERCCACCCCRTAGACGGCCACCCGGETTCATGTCGTG
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'GTG?CGCTGGLCCACGCCACCCALTACGCGCTGALCGCETCCTGGCACCG’TCCATCCGCATGTGJGACCTGCGCAATGGCCAGTGCCAuCGCAAGTTCC'GAA
BGUGUCGCUGGECCACGCCACCEACUACGCGTUGACCGCGUCCUGGEACCELUCCAUCLGCAUGUGGGACCUGCGCAAUGGCLAGUGECAGCGLAAGUUCCUGAA
BGUGUCGCUGGCCCACGCCACCGACUACGCGTUGACCGCGUCCUGGEACCGCUCCAUCCGCAUGUGGGACCUGCGCAAUGGCTAGUGCCAGCGCAAGUUCCUGAA
GTGTCGCTGGCCCACGCCACCEACTACGCGLTGACCGLGETCCTGGEEACCELTCCATCCGCATGTEGGACCTGCECAATGGCCAGTGCCAGCGLAAGTTCCTGAA
GUGUCGCUGGCCCALGCCACCGACUACGCELUGATCGLGUCCUGGGACCECUCCAUCTGCAUGUGGEACCUGCECAAUGGECAGUGCCAGCGLAAGUUCCUGAA
GTGTCGL TGGLCCACGCLACCGAC TACGCGL TGACCOLETCCTGEGACCEL TCCATCLGEATGTGEGACC TELECAATGGLLAGTGLLAGCGLAAGTTCCTGAA
COUGUCGLUGGLCCACGCCACCEACUACGCGIUGACCGLGUCCUGGEACCECUCCAUCTGCAUGUGGGACCUGCGCAAUGGCLAGUGCCAGCGLAAGUUCCUGAA
CGUGUCGCUGGCCCACGCCACCEACUACGCGCUGACCGCGUCCUGGEACCEEUCCAUCTGCAUGUGGGACCUGCGCAALGGICAGUGCCAGCGCAAGUUCCUGAA
COUGLCELUGGECCALGCCACCEATUACECGCUGAL COCEUCCUGGEACCECUCLAUCCGCAUGULGEACCUGCECAAUGGLTAGUGCCAGCGLAAGUUCCUGAA
COUELCGLUGGLCCALGCCACCEACUACGCHCUGATCGCEUCCUGEEACCHEUCCAUCLGCAUGUGEEALTUGCECAAUGGLCAGUGCCAGCGEAAGUUCCUGAA
COUGUCGLUGGLCCACGCLACTEACUACGCELUGATCGLEUCCUGGEACCECUCCAUCCGCAUGUGGGACTUGCGCAALGGCCAGUGCCAGEGLAAGUUCCUGAA
CGUGUCGCUGGLCCACGCCACCEACUACGCGEUGACCGCEUCCUGGEACCGCUCCAUCCGCAUGUGSGACCUGCECAALGGCTAGUGCCAGCGCAAGUUCCUGAA
WGTGTCGCTGEECCACGCCACCEACTACGCECTGACCGCE TCCTGEEACCEL TCCATCCGCATGTGGEACE TGCGCAATGGLCAGTGCCAGCGLAAGT TCCTGAA
COTGTCGCTGOCCCACGCCACCEACTACGCGCTGACCGCETCCTGEEACCGL TCCATCCGCATOTGGGACCTGUGCAATGGRCAGTGCCAGCGLAAGTTCCTGAA
CGTGTCOE TEGGCLCACGCCACCGACTACGCGE TGACCGCGTCC TGGEACCGE TCCATCCGCATGTGGEACCTGCGCAATGABCAGTGCCAGCGEAAGTTCCTGAR
CGUGUCGCUGGCCCACGCCACCGACUACGCGCUGACCGCGUCCUGGGACCECUCCAUCEGCAUGUGGGACCUGCGCAALGGIICAGUGCCAGC GCAAGUUCCUGAA
CGTGTCGCTGGECCACGCCACCEACTACGCGETGACCGCGTCCTGGEACCGCTCCATCCGCATGTRGGACCTGCGCAATGEICAGTGCCAGCGEAAGTTCCTGAA
COUGUCGCUGGCCCACGCCACC BACUACGCECUGACCGEGUCCUGGEAC CGCUCCAUCCGCAUGUGGEACCUGCGCAAIGEIICAGUGC CAGC GEAAGUUCCUGAA
CGTGTCGCTGGCCCACGCCACCTGACTACGCGCTGACCGCGTCCTGGGACCGE TCCATCOGCATGTGGGACC TGCECAATGAICAGTGCCAGC GCAAGT TCCTGAA
CGUCUCGCUGGECCACGCCACCCACUACGCGCUGACCGCGUCCUGGEACCGEUCCAUCCGCAUGUGGGACCUGCGCAALGGEICAGUGC CABCGCAAGUUCCUGAA
CGTGTCGCTGGCCCACGCCACCGACTACGCGCTGACCGCGTCCTGGGACCGCTCCATCLGCATGTGSGACCTGCGCAATGGICAGTGCCAGCGCAAGTTCCTGAA
CGTGTCGCTGGECCACGCCACCEACTACGCGCTGACCGCGTCCTGEGACCGCTCCATCOGCATGTGGGACCTGCGCAATGAICAGTGCCAGCGEAAGTTCCTGAA
COUGUCGCUGGECCACGCCACCGACUACGCGOUGACCGCEUCCUGGEACCGEUCTCAUCCGCAUGUGRGGACCUGCGCAALUGGCCAGUGCCAGCGCAAGUUCCUGAA
CGUGUCGCUGGECCACGCCACCGACUACGCGLUGACCGCGUCCUGGEACCGCUCCAUCTGCALGUGGGACCUGCGCAARGGCCAGEGCCAGCGCAAGUUCCUGAA
CGUGUCGCUGGCCCACGCCACCCACUACGCGCUGACCGCGUCCUGGGACCGEUCCAUCCGCAUGUGEGACCUGCGCAARGGCCAGEGCCAGCGCAAGUUCCUGAA
CGUGUCGCUGGLCCACSCCACCEACUACGCGIUGACCGCGUCCUGGEACCECUCCAUCCGCAUGUGSGACCUGCGCAANGGICAGEGCCAGCGCAAGUUCCUGAA
CGUGUCGCUGGLCCACSCCACCEACUACGCGIUGACCGEGUCCUGEEACCETUCCAUCCGCAUGULGGACCUGCGCAARGGRICAGEGCCAGCGCAAGUUCCUGAA
CGTGTCGCTGGECCACGCCACCCACTACGCGETGACCGEGTCCTGGGACCLGE TCCATCCGCATGTGGGACCTGCGCAATGGCCAGEGCCAGCGCAAGTTCCTGAA
CGUCUCICUGGECCACGCLACCCACUACGCGTUGACEGCRUCCUGGEATCEOBCCAUCCGCAUGUGGGACCUMCCCARMGGCC ABBGCCAGCGLAAGUUCCUGAA

CGUGUCICUGGCLCCACSCCACCCACUACGCGTUGACEGLS
CGUGUCMICUGGCLCACGCCACCCACUACGCGTUGACHGC
CGUGUCHICUGGCCCACGCCACCGACUACGCGCUGATEGL

COGTETCGLTGECCCACGCCACCCACTACGCOCTGACCG

JUCCUGGEACCGOECCAUCTGCAUGUGGGACCUBICGCAMGGCCABBGC CAGCGCAAGUUCCUGAA

UCCUGGGACCGURCCAUCCGCAUGUGGGACCUMCGCARM GGCCABMGCCAGC GCAAGUUCCUGAA
UCCUGGGACCGUBCCAUCCGCAUGUGGGACCUBCGCARMGGCCAIBGCCAGCGLAAGUUCCUGAA
TCCTGGGACCECEATCCGCATGTGGGACC THCGCAGGCCAGRGCCAGCGCAAGTTCCTAA
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GCACACCAAGGACGTECTCGLLGTCGLCT TCTCGLCEGACGACCELL TEATCETGTCLGLEGOLCGUGACAACETEATCLELGTGTGEAACGTEGCOGGCEAGTE
GCACACCAAGGACGUGCUCGLCOUCGCCUUCUCECCEGACGACCELCUGAUCGUGUCCGLGGGCLGCGACAACGUGALCCGCGUGUGGAACGUGGCOGGCEAGUG
GCACACCAAGGACGUGCUCGLCGUCGCCUUCUCGCCEGACGACCECCUGAUCEUGUCCGCGEGCCGCGACAACGUGAUCCECGUGUGGAACGUGGCEEGCEAGUG
GCACACCAAGGACGTGCTCGCCGTEGCCT TCTCGCCEGACGACCECC TEATCETGTCLGCGEGCCGCGACAACETGATCCAIGTGTGGAACGTGGCHGGCGAGTG
GCACACCAAGGACGUGCUCGCCEUCGCCUUCUCECCEGACEACCECCUGAUCGUGUCTGCGEGCLGCOACAACGUGALICCECGUGUGGAACGUGGCGEGCGAGUG
GCACACCAAGGACGTGCTCGCCGTCGCCT TCTCHCCGGACGACCELCTEATCETGTCCGCGGGCLGCGACAACCTGATCCCCGTGTGGAACGTGGCGGGCGAGTG
GCACACCAAGGACGUGCUCGCCGUCGCCUUCUCECCEEACGACCEECUGAUCGUGUCEGCEGGCCGCGACAACGLGALCCAMIGUGUGGAACGUGGCHGGHGAGUG
GCACACCAAGGACGUGLUCGLEGUCGCLUNCUCGCCEGACGACCECCUGAUCGUGUCCGCGEGCCGCGACAACGUGALCCGCGUGLGEAACGUGGCEEGRGAGUG
GCACACCAAGGACGUGCUCGCCGUCGCCULCUCECCEGACCACCECCUGAUCGUGUCCGCEEGCCGCGAC AACGUGALCCGlRIGUGUGGAAC GUGGCGGGEGAGUG
GCACACCAAGGACGUGCUC GCCGUCGCCULCUCGCCEGACGACCGECUGAUCCUGUCTGCGGGCCGCGACAACEUGAUC CGBIGUGLIGGAACGUGGCGGGEIGAGUG
GCACACCAAGGACGUGCUCGCCGUCGCCULCUCGCCGGACGACCECCUGAUCGUGUCCGCGGGCCGCOACAACGLGAUCCGRIGUGUGGAACGUGGCGEGEGAGUG
GCACACCAAGGACGUGCUCGCCGUCGCCUUCUCGECGGACGACCGLCUGAUCGUGUCIGCGEGCCGCGACAACGUGAUCCGCGUGUGGAACGUGGCSSGIIGAGUG
GCACACCAAGGACGTGCTCGOCGTCGCCTTCTCGCCGGACGACCEECTEATCETGTCLGCGGGCEGCGACAACGTGATCCGCGTETGRAACGTGGCGEGCGAGTG
GCACACCAAGGACGTGCTCGCCGTCGECTTCTCECCGGACGACCECCTEATCETGTCCGCGGGCLGCGACAACGTGATCCCLGTETGGAACGTGGCIIGGCGAGTG
GCACACCAAGGACGTGCTCGCCGTCGCCTTCTCGCCOGACGACCECCTGATCOTGTCLGCGGGCCGCGACAACCTGATCCCCGTGTGGAACGTGGCIIGGCGAGTG
GCACACCAAGGACGUGCUCGLCGUCGCCUUCUCGCCGGACGACCGCCUGAUCGUGUCIGCGGGCCGCGACAACGUGAUCCCCSUGUGGAACGUGGCISGCGAGUG
GCACACCAAGGACGTGCTCGLCGTLGCCTTCTLGCCEGACGACCGCCTGATCOTGTCLGCEEGCCGCGACAACGTGATCCGCGTGTGGAACGTGGCISGCGAGTG
GCACACCAAGGACGUGLUCGLCGUCGCCUUCUCGCCEGACCACCELCUGAUCGUGULCGCGEGCEGCGACAACGUGAUCCGCSUGLGGAACGUGGRIGGCGAGUG
GCACACCAAGGACGTGCTCGCCGTCGCC THMTCGCCEGACGACCOCCTCATCATGTCCGLGLGCLGCGACAACETGATCCECGTGTGGAACGTGGAGGCGAGTE
GCACACCAAGGACGUGCUCGLCGUCGCCUUCUCGCCGGACGACCGCCUCAUCEUGUCLGLGEGCCGCGACAACCUGAUCCECSUGUGGAACGUGGCIGGCGAGUG
GCACACCAAGGACGTGCTCGCCGTCGCC T T CGCCGGACGACCGLCTGATCETGTCCGCGGGCCGCGACAACCTGATCCCCGTGTGGAACGTGGAGGCGAGTG
GCACACCAAGGACGTGCTCGLCOTCGCCTRICTCGCCEGACGACCGCCTGATCGOTGTCCGCOGGCCGCGACAACETGATCCGCGTGTGGAACGTGGCIISGCGAGTG
GCACACCAAGGACGUGLUCGLCGUTGCCUUCUCGCCEGACGACCELCUGAUCGUGUCCGLGGGCEGEGATAACGUGAUCCGLGUGUGGAACGUGHCEGGHIGAGUG
GCACACCAAGGACGUGCUCGLCBULGCCUUCUCECCCGABGACCEECUCAUCEUGULCGLGEGCLGCOACAACCUGAUCCECGUGUGGAACGUGGCHEGLCAGUG
GCACACCAAGGACGUGCUCGCCGULGCCUUCUCGCCCOAGACCGLCUGAUCEUGUCCGLGGECLGCGACAACCUGAUCCECGUGUGGAABGUGGCEGGCGAGUG
GCACACCAAGGACGUGCUCGLCGUCGCCUUCUCECCEGAlIGACCELCUGAUCEUGUCCGCEEGCLGCGACAACGUGAUCCELGUGUGGAACGUGLCEEGCEAGUG
GCACACCAAGGACGUGLUCGLLGUCHLCULCUCECCEGABIGACCELCUGAUCEUGUCLGLEEGCCGCOATAACTUGAUCCELGUGUGGAACGUGECEEECGAGUG
GCACACCAAGGALG TELTCGLCGTCGCCTTCTCMCCEGACGACCGLUTCATCETGTCCGLOOGIICGCGACAACG TGETCCGCG TlITGGAACGTGGLLLGCGANTG
GCACACBAAGGALGUGCUCGLCGUBGCCULCULGCCMGACGACCGCCUGAUCGUGUCCGUIGGCLGCGACAACCUNAUCCGECGUGUGGAALGURIGCIGGCCAGUG
GCACACBAAGGACGUGCUCGCCGURGCCUUCUCGCCGACGACCGLCUGAUCEUGUCCGIGGCCGCGACAACGURAUCCGCGUGUGGAACGUBGANGGCGAGUG
GCACATBAAGGACGUGLUCGLCOUBGCCUUCUCECCIGACGACCELCUGAUCEUGUCCGIGECCOCOACAACCURALCCGLOUGUGGAACGURGIIGGCGAGUG
GCACACBAAGGALGUGCUCGLCGUBGCCULCUCECCRIGACGACCECCUGAUCEUGUCLOGRIGGLLGLOACAACGUBAUCCGELGUGUGGAACG UBGCRIGGCGAGUG
GCACACBAAGGACGTGCTCGLCGTERGCHTTCTCECCERACGACCGLCTEATCETGTCHGIMGGCCGEGACAACCTGATCC ARG TGTGGAACG THIGCIGGCGAGTG
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CATGCACGAGTTCCTGCGCGACGOCCACGAGGACTGGGTGAGCAGCATC TGIIT TCTCGCCGTCGCTGGAGCAICCGATCGTEGTGTCCOECAGETGGGACAACAC
CAUGCACGAGULICCUGCGCGACGGCCACGAGGACUGGGUGAGCAGE AUCUGHIUUCUCGCCGUCGCUGGAGCAICCGAUCGUGGUGUCCGECAGCUGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUITCCUGCGCGACGGECACGAGGACUGEGUGAGCAGE AUCUGEULCUCGCCGUCGEUGGAGCAICCGAUC GUGGUGUCCGRCAGTUGHGACAACAC
CATGCACGAGT TCCTGCGCGACGGCCACGAGGAC TGEGTGAGCAGCATC TGIIT TCTCGCCG TCGC TGGAGCAICCGATC GTGGTETCCGGCAGE TGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGCTACGAGGACU GGGUGAGCAGTALCUGEUUCUCGCCGUCGCUGGAGCAILCGAUCGUGGUGUCCGGCAGCUGGGACAACAC
CATGCACGAGTTCLTGCGLGACGGCCACGAGGACTGGGT GAGCACCATCTGIIT TCTCGCCGTCOCTGGAGCAICCGATCGTEGTGTCCEGCAGCTGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGCCACGAGGACUGGGUGAGCAGCAUCUGCUUCUCGCCGUCGCUGGAGCACCCGAUCGUGGUGUCCEECAGCUGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACHICCACGAGGACUGGGUGAGCAGCAUCUGCUUCUCGECGUCGEUGGAGCACCCGAUCGUGGUGUCCEGCAGCUGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGECACGAGGACUGEGUGAGCAGCAUCUGC UUCULGCLGUCGLUGGAGCACCCGAUCGUGGUGLCCGECAGCUGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGCCACCAGGACUGGGUGAGCACCALCUGCUUCUCGCCGUCGCUGGAGCACCCGAUCGUGGUGUCCGECAGCUGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGCCACGAGGACUGEGUGAGCAGCAUCUGCUUCUCGCCGUCGCUGGAGCACCCGAUCGUGGUGUCCGGCAGLUGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGLGCGACGOLCACGAGGACUGGEUGAGCAGLAUCUGCULCUCSCCGUCGTUGGAGCACCCGAUCGUGGUGUCCEGTAGCUGGEACAACAC
CATGCACGAGTTCCTGLGCGACGGLCACGAGGACTGGGTGAGCAGCATC TGIITTCTCGCLGTCGE TGGAGC AlICCGATCGTGGTETCCGGCAGCTGGGACAACAC
CATGCACGAGTTCCTCLGCGACRGECACGAGGACTGGGETGAGCAGCATCTGC T TCTCGCCGTCGLTGGAGCAICCGATCGTGGTETCCGECAGCTGGGACAACAC
CATGCACGAGTTCCTGCGCGACRGCCACGAGGACTGGGTGAGCACCATCTGIT TCTCGCCGTCGCTGGAGCACCCGATCGTGGTGTCCEECAGCTGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACRGCCACGAGGACUGEGUGAGCAGCAUCUGCUUCUCGCCGUCGCUGGAGCACCCGAUCGUGGUGUCCEETAGTUGGGACAACAT
CATGCACGAGTTCCTGCGCGACRGCCACGAGGAT TGEGTGAGCAGCATCTGCTTCTCGCCGTCGC TGGAGCAICCGATCGTGGTGTCCGECAGTTGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCLUGLGCGACRGLCACGAGGACUGEGUGAGCAGLAUCUGCUUCUCGLLOGUCGLUGGAGCACCLGAUCBUGGUGUCCEECAGLUGGGACAACAL
CATGCACGAGTTCCTGCGCGACMGLCACGAGGAC TGGGTGAGCAGCATCTGCT TCTCGCCGTCGLTGGAGCACCCGATCGTEG T GTCCGECAGLTGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGATRGCCACGAGGACUGGGUGAGCAGCAUCUGCUUCUCGCCGUCGCUGGAGCACCCGAUCGUGGUGUCCEECAGLUGGGACAACAC
CATGCACGAGTTCCTGCGCGACRGCCACGAGGALTGEGTGAGCAGCATCTGCT TCTCGLCGTCGCTAEAGCACCCOATCGTGGTETCCEGCAGCTGEGACAACAC
CATGCACGAGTTCCTGCGCOAURGLCACGAGGAL TGHGTGAGCAGLATETGCTTCTCGCLGTCOCTGGAGCACLCEATCGTEGTHTCCEHCAGCTOLGACAACAL
CAUGCACGAGUUCCUGLGCGACGOLLALGAGGACUGEGUGAGCAGLAUCUGCUUCULGCLEUCGLUGGAGCACLTGAUCGUGEUGUCCGECAGLUGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGLCACGAGGACUGGGUGAGCAGCAUCUGCUUCUCGCCGUCGLUGGAGCACCCGAUCGUGGUGUCCEECAGIUGGRACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGLGCGACGGLTACGAGGACUGEGUGAGCAGCAUCUGCULCUCECCGUCGLUGGAGCACCCGALCGUCGUGLUCCEGCAGIUGERACAACAT
CAUGCACGAGUUCCUGLGCGALGGECACGAGGALUGEEUGAGCAGCAUCUGCUUCUCELCEUCECUGEAGCACTCGAUC GUGGUGUCCEECAGCUGGGACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGHLCACGAGGACUGGGUGAGCAGLAUCUGCUUCUCECLOUCOCUGGAGCACLCGAUCGUGGUGUCTEECAGCUGGGACAACAC
CATGCACGAGTTCCTGCGCGARGGRCACNAGGAC TGEGTGAGCAGCATCTGCTTCTCOCCGTCGLTGOAGCACCCGATCGTGG TRTCCGGCAGITGOEACAACAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGLCACGAGGACUGGGUGAGCAGCAUCUGCUUCUCEICCEUCRCUGGAICACCCGALIC GUGGUGUCEGECAGCUGGGACEBCAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGLCACGAGGACUGGGUGAGCAGCAUCUGC UUCUCIC (BUCECUGGARICACCCGAUCGUGGUGUICBGGCAGIUGGGACEBCAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGGCTACGAGGACUGGGUGAGCAGCAUCUGCUUC UCEICCRUCEC UGGARICACCCGAUC GUGGUGUCBEGECAGCUGGGACMCAC
CAUGCACGAGUUCCUGCGCGACGOCCACGAGGACUGGGUGAGCAGCAUCUGCUUCUCEICCEUCECUGGAICACCCGAUCGUGGUGUCBEGCAGCUGGGACIMCAC
CATGCACGAGTTCLTGCGCGACGGECACGAGGACTGGGTGAGCAGCATCTGCTTCTCRCCETCOCTGGARCIIBECCGATCGTGGTGTCREGCAGCTGEGACAACAC
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CATCAAGGTATGGAACGTGAACGGGGGLAAGTGTGAGCGCACGCTCAAGGGCCACAGEAACTACGTGTCCACGETGACGGTGTCGCCAGACGGGTCGCTGTGEGE
CAUCAAGGUAUGGAACSUGAACGGEGGLAAGUSUGAGCGCACGCUCAAGGGCLACAGCAACUACGUGUCCACGEUGACGGUGUCGCCAGACGGGUCELUGUGCGT
CAUCAAGGUAUGCAACGUGAACGGLGGCAAGUGLUGAGCGCACGCUCAAGGGCCACAGCAACUACGUGUCCACGEGUGACGGUGUCGECAGACGLGUCGOUGUGCGC
CATCAAGGTATGCAACGTGAACGGLGGUAAGTGTGAGCGCACGCTCAACGGCCACAGLAACTACGTGTCCACGETGACGGTGTCGECAGACGGGTCGETATGCGE
CAUCAAGGUAUGGAACGUGAACGGGGGCAAGUGUGAGCGCACGCUCAACGGCCACAGEAACUACGUGUCCACGEUGACGGUGUCGCCAGACGEEUCGCUGUGTGT
CATCAAGGTATGGAACGTGAACGGGGGCAAGTGTGAGCGCACGCTCAAGGGCCACAGCAACTACGTGTCCACGETGACGGTGTCGCCAGACGGGTCGCTGTGCGT
CAUCAAGGUAUGGAACGUGAACGGEGGCAAGUSUGAGCGCACGCUCAAGEGCCACAGEAACUACGUGUCTACGEUGACGGUGUCGLCAGATGGGUCELUGUECGT
CAUCAAGGUBUGGAACGUGAACGGLGGLAAGUGUGAGCGCACGCUCAACGGCCACAGCAACUACGUGUCTCACGGUGACGOUGUCGCCACACGLGUCGEUGUGCGT
CAUCAAGOUAUGGAACGUGAACGGLEGGLAAGUGUGAGCGCACGCUCAACGGCCACAGLAACUACGUGUCCACGEUGALGGUGUCGECACACGGEUCGLUGUGLGT
CAUCAAGGUAUGGAACGUGAACGGGEGGCAAGUGUGAGCGCACGCUCAAGGGCCACAGCAACUACGUGUCCACGEUGACGGUGUCGCCAGACGGGUCGIUGUGLGT
CAUCAAGGUBUGGAACGUGAACGGGGGCAAGUGUGAGCGCACGCUCAAGGGCCACAGCAACUACGUGUCCACGEUGALGGUGUCGLCAGACGEGUCETUGUGLGT
CAUCAABGUAUGGAACGUGAALGGEGGCAAGUGUGAGCGCACGCUCAAGEGLLACAGCAACUACGUGULTACGEUGACGGUGUCGLLAGACGGGUAICUGUECGE
CATCAAGGTATGCAALCGTGAACGGLGGLAAGTOTGAGCGLACGLTCAACGOULACAGLAACTACLGTGTCCACGETGACGOTETCGLCAGACGLGTCGLTATGLGC
CATCAAGGTATGGAAMGTGAACGGLEGGLAAGTGTGAGCGCACGCTCAAGGGCCACAGCAACTACGTGTCCACGETGACMGTGTCGCCAGACGGETCHCTGTGCGT
CATCAAGGTATGCAAMGTGAACGGEGGLAAGT GTGAGCGCACGC TCAAGGGCCACAGTAACTACGTGTCCACGETGACEGTGTCGLCAGACGEETCELTGTECGC
CAUCAAGGUAUGGAANBIGUGAAL GGEEGLAAGUGUGAGLGCACGCULAAGEGC CACAGCAACUACLUGUTCACGEUGACEIGUGUCGECAGATGEEUCELUGUGCGE
CATCAAGGTATGGAABIG TGAACGGEGGCAAGTGTGAGCECACGL TCAAGGGLLACAGCAACTACGTGTCCACGE TCACHGTGTCGECAGACGGETCOLTGTGCGL
CAUCAAGGUAUGGAABIGUGAACGELGGLAAGUGUGAGCGCACGCUCAAGGGCLACAGCAACUACGUGUCCACGGUGACGUGUCGLCAGACGGEUCHLUGUGCGL
CATCAAGGTATGEAAMIGTGAACGGEGGLAAGT GTGAGCGCACGCTCAAGGECCACAGCAACTACGTGTCCACGETGACGGTETCEECAGACGEGTCECTGTGCGC
CAUCAAGGUAUGGANBIGUGAAC GGHGGCAAGUGUGAGCGCACGCUCAAGGGE CACAGTAACUACEUGUCC ACGEUGACIIGUGUCGECAGACGGGUCHECUGUGECGE
CATCAAGGTATGGANBIGTGAACGGGGGEAAGT GTGAGCGCACGCTCAAGGGCCACAGCAACTACGTGTCCACGETGACGGTGTCGLCAGACGGGTCACTGTGCGC
CATCAAGGTATGCAABIGTGAACGGGGGCAAGTGTGAGCGCACGC TCAAGGGCLACAGCAACTACGTGTCCACGETGACRGTGTCGECAGACGGGTCGETGTGCGE
CAUCAABGUAUGEAACGUGAACGGEGGLAAGUSLGAGCGCACGCUC AAGGECCACAGCAACUACGUGUCCACGEUGACGGUGUCGECAGACGEGUMICUGUECGT
CAUCAAGGLUBUGEAACGUGAAC GBGGGCAAGUSEGAGCGCACGCUCAAGGGE CACAGTAACUACGUGUCCACGEUGAC GGUGUCGICAGACGGGUCECUGUGCGE
CAUCAAGGUBUGGAACGUGAAC GRGGGCAAGUGEIGAGCGCACGCUCAAGGGCCACAGTAACUACGUGUCC ACGEUGATGGUGUC GECAGAC GGGUCECUGULCGE
CAUCAAGGUBUGGAACGUGAAL GEGGGCAAGUGEGAGCGCACGCLUCAAGGGE CACAGCAACUACGUGUCCACGEUGACGGUGUCGECAGACGGGUCGCUGUGEGE
CAUCAAGGUBUGGAACGUGAAC GEGGGCAAGLGEIGAGCGCACGCUCAAGGGCCACAGCAACUACGUGUCCACGGLGACGGUGUCGECAGACGGGUCGLUGUGCGC
CATCAAGGTATGEANNGTGAACGGEGGCAAGT SBGAGCGCACEICTCAAGGGCCACAGCAACTACGTRTCCACRGTGACGGTCTCICCBEACGGGTCGCTGTGCGE
BAUCAAGGUEUGGAACGUGAAC BBGGGCAAGUGEGAGCRCACGC UGEEEGGC CACABCAGC LIBCGUGUCCACRGUGACEGUGUCHEC! WUCECUGUGCGE
BAUCAAGGUBUGCAACGUGAACGRGGGCAAGUGEGACCECAC GCUSEERGGC CACARCAGC CGUGUCE ACRGU GACBGUGUCECC] CBUCGCUGUGCGE
BAUCAAGGUBUGCAACGUGAAC GBGGGCAAGLGEGAGCECAC GCUGECEGGC CACABCAGC lCGUGUCCACEGUGACEGUGUCECCBCANG UCGCUGUGCGC
BAUCAAGGUBUGGAACGUGAAC GBGGGCAAGUGEGAGTECACGC UGHICEGGCCACANCAGC MICGUGUCCACEGUGACEGUGUCHCCEGANG UCGCUGUGCGC
CATCAAGGTHTGGAACGTGAAC GRGGGCAAGT SRGIIGCNCACGC THECEGGC CACAREAACTACGTGTCCACGGTGACGTGTCGEC] WTCRCTGTGCGC
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ETCCEGCGECAAGBACGGCECGECGCTGCTETGGGACCTCAGCACCEECGAGCAGCTGTTCAAGATCAACGTGEAGTCGECCATCAACCAGATCGCCTTCTCGCC
GUCCGGCEECAAGGACGGCELGELGCUGCUGUGGEACCUGAGCACCGGCGAGCAGCUGUUCAAGAUCAACGUGGAGUCGECCAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGEC
CAAGGACGGLECOELGCUGCUGUGGCACCUCAGLACCECLLCAGCAGCUGUUCAAGAULCAACT CCAUCAACCAGAUCGCCUUCULGCC
CAAGGACGGCGCGELGCTGCTETGREACCT GAGCACCEGCCAGCAGCTOT TCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCGCCTTCTCGCC
5 CAAGGACGGCECGELGCUGCUGUGGGACCUGAGCACCEGCGAGCAGCUGUUCAAGAUCAACGUGGAGUCGCCCAUCAACCAGAUCECCUNCUCGCT
GTCCGGCEGCAAGGALGGLELGECHCTGCTETGOEACCTEAGCACCEELEAGCAGCTGTTCAAGATCAACGTGEAGTCECCCATCAACCAGATCGCCTTCTCGCC
GUCBIGGCEECAAGGALGECGLGECGCUGCUGUGGEACCUGAGLACCEECEAGCAGCUGUUCAAGAUCAALGUGGAGULGCCCAUCAACCAGAUCGCLUUCUCGLC
GUBGGCEGCAAGGACGGLELGELGCUGLUGUGLEACCUGAGCACCEGECEAGCAGCUGUUCAAGAUCAACGUGGAGUCGCLCAUCAACCAGAULGCCUUCUCGCC
GUABGGCEECAAGGACGGLGCGECGCUGCUGUGEEACCUGAGCACCEGCEAGCAGIUGUUCAABMAUCAACGUGEAGULGCCCAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
GUBGGCEECAAGGACEGE GCGECGCUGCUGUGEEACCUGAGCACCEECEAGCAGCUGUUCAABAUCAACGUGGAGUCGCCCALCAACCAGAUCGCCUUCUCGCT
GUCHGGEGECAAGBACGGCGLGECGCUGCUSUGEEACCUCAGEACC GG GAGCAGCUGUUC AABAUCAAC GUGGAGUC GC CCAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
AU HGGCGGCAAGGACGGCGLGECGC URIVGUGGGACCUGAGCACCGGIIGAGCAGCUGUUCAAGAUCAAC GUGGAGUC GCCCAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCE
GTCCOGCOGCAAGGACGGCGCGGCGCTOCTGETGGGACCTGAGCACCGGCGAGCAGCTGTTCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCGCCTTCTCGCC
GTCCGGCEGCAAGGACGGLECGECGCTECTGTGGGACCTGAGCACCEGCEAGCAGCTGTTCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCGCCTTCTCGCC
GTCCOGOEECAAGGACGGEGCGEEGCTGCTETGGEACCTGAGCATCCGGCGAGCAGCTETTCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCGCCTTCTCGCC
GUCCGGCGECAAGGACGGLGCGECGCUGCUGUGGGACCUGAGE ACCGGCGAGCAGCUGUUCAAGAUCAAC GUGGAGUCGCCCAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
GCTCCGGCEGCAAGGACGGCGCGECGCTGCTGTGGGACCTGAGCACCGGCGAGCAGCTGTTCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCGCCTTCTCGEC
GUCCGGCEGCAAGGACGGCGCGEEGCUGCUGUGGGACCUGAGCACCGGCGAGCAGCUGUUCAAGALCAACGUGGAGUCGCCCAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
GTCCGGCGGEAAGGACGGCGCGEEGCTGETGTGGEACCTGAGCACCGEEGAGCAGCTGTTCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCSCCTTCTCGCC
GUCCGGCGGCAAGGACGGCGCGEOGCUGCUGUGGGACCUGAGCACCGGCGAGCAGCUGUUCAAGAUCAACGUGGAGUCGCCCAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
CTCCOGCEECAAGGACGGLGCGECGCTAC TG TGGGACCT GAGCACCEGCCAGCAGE TG T TCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCGECTTCTEGEC
CTCCGAGGCAAGGACGGCGCGECGCTACTGTGGGACCTGAGCACCGGCGAGCAGCTGTTCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCGCCTTCTCGCC
BUQIGGCCECAAGGACGGCGCGECGCUMMUGUGGGACCUGAGCACCGGMGAGCAGCUGUUCAAGAUCAACGUGGAGUCGCCCAUCAACCAGAUCSECUUCUCGCT
CCGGCGGCAAGGACSGIIGCGEEGCUGLUGUGEGACCUGAGCACCGGCGAGCAGZUGUUCABGAUCAACGUGGAGUC GECEAUCAACCAGALCSCCUUCUCGCC
CHIGGCCGCAAGGACGGEIGC GGEGCUGCUGUGGGACCUGAGCACCGGCGAGCAGCUGUUCAGBGAUCAACGUGGAGUC GRCEAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
BUCCGGEGGCAAGGACGGIIGCGECGCUSCUGUGGGACCUGAGE ACCEECGAGCAGCUGUUCABGALUCAACGUGGAGUC GICEAUCAACCAGAUCGCCUUCULGET
BUCCGGCCGCAAGGACGAIGCGECGCUGCUGUGGGACCUGAGCACCGECCAGCAGCUGUUCASGAUCAACGUGGAGUCGECEAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCT
GTCCGGCGECAAGGACSGC AIGCCRC TRICTGTGGGACCT GAGCACCGGCGAGCAGCTGTTCAAGATCAACGTGGAGTCGCCCATCAACCAGATCSCCTTCTCGCC
BUCCGGCRG CAAGGA.GGclclccscu CUGUGGGACCUGAGCARCGGEIGAGCAGCUGUUCHIEA U EIGEGUGGAGUL GCCEAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
] CUGUGGGACCUGAGLARCGH GUGGAGUCGCCHAUCAACCAGAULGCCUUCUCGCT
BCUGUGGEACCUGAGCARCE GUGCAGUCGCCEAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
lucc-.mclacmamluuclclc«.uc UBCUGUGGGACCUGAGCARCGGIGAGCAGCUGUUCHIMAU G GUGGAGUCGCCEAUCAACCAGAUCGCCUUCUCGCC
BT CCGGCEECAAGGACGGCICECCGCTRCTGTGGGACCTGAGCABCGGCGAGCAGCRGT TCHMA T CBEGTGGAGTCGCCEATCAACCAGATCGCCTTIITCGCC
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CAACCGCTTCTGGATGTGCGTCECGACGGAGAGGTCTCTGTCCGTGTACGACCTGGAGAGCAAGGCIIGTGATTGCGGAGCTGAC n.cc-,s ACGGCGCEAAGCCGT
CAACCGCUUCUGGAUGUGC GUC G GALGEAGAGEUCUCUGUCCGUGUACGACCUGSAGAGCAAGGCBIGUGAUIGC GGAGCUGAC GCCGEACGGCGCGAAGCCGU
CAACCGCULCUGGAUGUGC GUC GCGACGGAGAGGUCUCUGUCCGUGUACGACCUGGAGAGCAAGGCBIGUGAVUGE GGAGCUGAC : CCGGACGGCGCGAAGCCGU
CAACCGCTTCTGGATGTGCGTCOCGACGGAGAGGTCTCTGTCCGTGTACGACCTGGAGAGCAAGGCIGTGATTGEGGAGCTGAC GCCGGACGGCGCGAAGCCGT
CAACCGCULCUGGAUGUGCGUCGEGACGGAGAGGUCUCUGUCCGUGUACGACCUGGAGAGCAAGGECCGUGAULGCGGAGCUGAL GCCGEACGGCGCTAAGCCGU
CAACCGCTTCTEGATGTGCGTCRCGACGGAGAGGTCTCTGTCCGTGTACGACCTEGAGAGCAAGGECGTGATTGCGGAGCTGAC GCCGHACGECGCGAAGCCGT
CAACCGCUUCUGGAUGUGE GUCGEGACGGAGAGGUCUCUGUCCGUGUACGACCUGGAGAGCAAGGECGUGAUUGC GGAGCUGAC  GCCGLRACGGECGCGAAGCCGU
CAACCGCULCUGGAUGUGCGUCECGACGGAGAGGUCUCUGLCCGUGUACGATCUGGAGAGCAAGGCCGUGAULGC GGAGCUCGAC - GCCGGACGGCGCGAAGCCGU
CAACCGCULCUGGAUGUGCGUCGLGACGGAGAGGUCUCUGUCCGUGUACCACCUGGAGAGCAAGGCCGUGAULGE GGAGCUCAC - GECGGACGGCGCGAAGCCGU
CAACCGCUUCUGGAUGUGCGUCGCGACGGAGAGGUCHICUGU CCGUGUACGACCUGSAGAGCAAGGCCGUGAUUGCGGAGCUGAL GCCGGACGGCGCSAAGCCGU
CAACCGCULCUGGAUGUGE GUCGEGALGGAGAGGUCUCUGUCCGUGUACGACCUGGAGAGCAAGGELGUGAUUGCGGAGCUGAC - GCCGHACGGCGCGAAGLCGU
CAACCGCULUCUGGAUGUGC GUCGCGACGGAGAGGUCUCUGUCCGUGUACCGACCUGGAGAGCAAGGL CGUGAUUGCGGAGCUGAC GCCGLACGGOGCGAAGCCGU
CAACCGETTCTEGATETGCGTCEEGACGGAGAGGTETCTETCCGTGTACCACCTGGAGAGCAARGCCG-MATTRC - -ACCREACHGAC CORC IMRCMAAGCCGT
CAACCGCTTCTCGATCTGCGTCECGACGGAGAGGTCTCTETCCGTGTACGACCTIIGAGAGCAAGGCCGTGATTGCGGAGCTCAC GCCEGACGGCGCGAAGCCGT
CAACCGCTTCTGGATGTGCGETCECGACGGAGAGGT CTCTGTCCGTGTACGACC TRIGAGAGCAAGGCCGTGATTGCGGAGCTCAC GCCGGACGECGCGAAGCCGT
CAACCGCUNCUGGAUGUGCGUCGCGACTGAGAGGUCUCUGUCCOUGUACGALCUBIGAGAGCAAGGLCGUGAUUGLGGAGCUGAC GLCGGACGGCGCGAAGCCGU
CAACCGCTTCTGGATGTGLGTCELGACGOAGAGGTCTCTGTCCGTGTACGACCTRIGAGAGCAAGGLCGTGATTGCGGAGCTGAC GCCGOACGGCGCOAAGECGT
CAACCGLUUCUGGAUGUGCGUCCLGATGGAGAGOUCUCUGUCCGUGUAC CACCUMGAGAGCAAGGL CGUGAUUGCGGAGCUCAC GCCEGACGECGCGAAGLTGY
CAACCGCTTCTGGATGTGCGTCECGACGGAGAGGTCTCTGTCCGTGTACGACCTRIGAGAGCAAGGCCGTGATTGCGGAGCTGAC GCCGGACGEIGCEAAGCCGT
CAACCGCUUCUGGAUGUGCGUCGLGACGRAGAGGUCUCUGUCCGUGUACGACCUBISAGAGCAAGGCCGUGAUUGCGGAGCUGAC GCCGGACGGCGCGAAGCCGU
CAACCGCTTCTGGATGTGCG TCGCGACGGAGAGGTCTCTGTCCGTGTACGACC THIGAGAGCAAGGCCGTGATTGLGGAGCTGAC GLCGOACGECGLGAAGLCGT
CAACCGLTTCTGOATGTGLG TCOLGACGGAGAGGTCTCTGTCCGTGTACCACC TBISAGAGCAAGOLCGTOATTGLGGAGE TEAC GLUGLACGGCGLLAAGLCGT
CAACTGLULCUGGAUGUGLGUCCLGACGGAGAGGUCUCUGUCCGUGUACGACCUGEAGAGCAAGOLCGUGAUUGCGGAGCUGAL GCCEEACGELGCEAAGLLGU
EAACCGCUUCUGGAUGUGC GUC CCRBCGGAGABGUCUCUGUCCGUGUACGACCUGEAGAGCAAGGLLGUGAUUGC GGAGCUGAC GCCRGACGGCRCEAAGCCGU
BAACCGCUUCUEGAUGUGC GUC CCBBLGGAGARIGUCUCUGUCCEUGUACGACCUGGAGAGCAAGGCTOUGAUUGE GGAGCUGAC GCCRGACGECRCGAAGCCGY
BAACCGCUUCUGGAUGUGC GUC COMGCGGAGARBIGUCUCUGUCCGUGUACGATCUGGAGAGEAAGGCLGUGAVUGE GEAGCUGAC GCCRGACGGCRCGAAGCCGU
BAACCGCULCY AUGUGCGUCGORBCGGAGCARGUCUCUGUCCGUGUACGACCUGGAGAGCAAGGTCGUGAVIGEGGAGCUGAC GCCRGACGGURCGAAGTCGU
CAACCGCTTCTGGATGTGCETCECGACGGAGARGT CCTGTCCGTGTACGACCTGGAGAGRAAGRCCGTGATTGCGGAGCTGAC GCCGEACGECGCGAAGC CRT
CAACCGCULCUGGAUGUGC GUGCCRACGGAGARGECHCUGUCCGUGUABIGACCUGGAGAGCAAGGL CGUGAULGCEIGAGC UCEICREM- GGACBGCGCGAAGCCGU
CAACCGCUUCUGGAUGUGE GUBGIRACGGAGABGECBCUGUCCGUGUABGATCUGGAGAGCAAGGC CGUGAULGCIGAGC U CEKIIEE- CGACKGC GCGAAGCCGU
CAACCGCUUCUGGAUGUGC GUBGCIAC GGAGABIGEC BCUGLICCGUGUABIGATC UGGAGAGCAAGGCCGUGAUL GCGAGC U CRCEGE - GGACBGC GC GAAGCCGU
CAACCGCULCUGGAUGUGC GUGGCRACGGAGARGE CHCUGU CCGUGUABGACCUGGAGAGCAAGGCCGUGAUU GCIIGAGC U GBI - GGACBGCGCGAAGCCGU
CAACCGCTTCTGGATGTGCGTHOCGACGGAGABGT CHCTGTCEGTGTACGACCT GGAGARICAAGGEGGTGATRGCGGARCT GIICEGE - GGHCEGCRGEAAGCCGT
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CCGAGTGCATCTCCATTGCLTGETCCGCCGACEGCAACATICTGTACTCCGAICACAAGGACAACCTGATCCGCATGTGETCCATCTCCOACGLCGA
CCGAGUGCAUCUCCAUUGCLUGGUCCELCGALGGCAACACMICUGUACUCCCAICACAAGGACAACCUGAUCCGCGUGUGGUCCAUCUCCEAC GCCGAG
CCGAGUGCAUCUCCAUUGECUGGUCCGCCGACGGCAACACHICUGUACUCCGTMIC ACAAGGACAACCUGAUCCGCGUGUGGUCCAUCUCCGACGLCGAG
CCGAGTGCATCTCCATTGCL TRETCCLLCGACGOCAACACICTGTACTCCLAMCACAAGGACAACCTGATCCOCOTGTGGTCCATCTCCLACGLT - A
CCGAGUGCAUCUCCAUUGCCUGEUCCGLCGATGGCAACACHICUGUACUCCOAICACAAGGACAACCUGAUCCGCGUGUEGUCCAUCUCCGACGLCGAG
CCGAGTGCATCTCCATTGCCTGETCCOLCGACGGCAACATICTGTAC TCCCAMCACAAGGACAACCTGATCCGCGTGTGGTCCATCTCCGACGCCGAG
CCGAGUGCAUCUCCAUUGCLUGGUCCGLCGACGGCAACATICUGUACUCCGGCCACAAGGACAACCUGAUCCGLGUGUGGUCCAUCUCCGACGLCGAG
CCGAGUGCAUCUCCALUGCCUGGUCC GLCGACGGCAACATIICUGUACUCCEGCCACAAGGACAACCUGAUCCGLEUGUGGUCCAUCUCCEACGLTGAG
CCGAQUGCAUCUCCAUUGLCUGGUCCLLCGACGGCAACAUNIC UGUACUCCLGCCACAAGGACAACCUGAUCCOLEUGUGGULCCAUCUCCLACGLLGAD
CCGAGUGCAUCUCCAUUGCCUGGUCCELCGACGGCAACACIICUGUACUCCGGCLACAAGGACAACCUGAUCCGCGUGUGGUCCAUCUCCGACGLCGAG
CCGAGUGCAUCUCCAUUGCCUGEUCCECCGACGGCAACATICUGUACUCCGGCCACAAGGACAACCUGAUCCGCEUGUGGUCCAUCUCCRACGLCGAG
CBGAGUGCAUCUCCAUUGCCUGEUCCGUCGACGGCAACATICUGUACUCCGECCACAAGGACAACCUGAUCCGLEUGUGGUCCAUCUCCEACGLCGAS
CCGAGTGEATCTCCATTGCL TGETCCGLCGACGGLAACACMICTGTAL TCCOUMICACAAGGACAACCTEGATCCOLGTGTGGTCCATCTCCOACGLCGAG
CCOAGTGCATCTCCATRIGCCTGGTCCOCCGACGGCAACAICTGTACTCCGGCLACAAGGACAACCTGATCCGEG TGTGGTCCATCTCCGACGLCGAG
CCGAGTGCATCTCCATRIGCC TGETCCGLCGACGGCAACACCTGTAL TCCEGCCACAAGGACAACCTGATCCGLGTGTGGTCCATCTCCEACGLCGAS
CCGAGUGCAUCUCCAUBGC CUGGUCC GLCGATGGCAACATICUGUACUCCGGCCACAAGGACAACCUGAUCCGCEUGUEGUCCAUCUCCEACGLCGAG
CCOGAGTGCATCTCCATRGCCTGGETCCGCCGACGGCAACACICTGTAC TCCGGCCACAAGGACAACCTGATCCGEG TGTGGTCCATCTCCGACGTCGAG
CCGAGUGEAUCUCCAUBGCCUGEUCC GLCGACGGEAACACIIC UGUACUCCGGELACAAGGACAACCUGALCCGEGUGUGGUCCAUCUCCEACGLCGAG
CCGAGTGCATCTCCATRIGCC TGGTCCGCCGACGGC AACACICTGTAC TCCGGCCACAAGGACAACC TGATCCGEGTGTGGTCCATCTCCOACGECGAG
CCGAGUGCAUCUCCALBGCCUGEUCCGCCGACGGCAACACIICUGUACLCCGECCACAAGGACAACCUGALCCGCGUGLGGUCCAUCUCCEACGECGAS
CCGAGTGCATCTCCATRGCC TGETCCGCCGACGGCAACACICTGTAC TCCEGCCACAAGGACAACC TGATCCGCGTGTGGTCCATCTCCRACGLCGAS
CCGAGTGCATCTCCATRGCCTGGTCCGCCGACGGCAACACICTGTACTCCGGCCACAAGGACAACCTGATCCGCGTGTGGTCCATCTCCGACGCCGAG
CBGAGUGCAUCUCCAUUGCCUGGUCCGECGACGGCAACACMICUGUACUCCGGCCACAAGGACAACCUGALCCGCEUGUGGUCCAUCUCCGACGCCGAG
CCGAGUGCAUCUCCAUUGCCUGGUCCGLCGACGGCAACACRCUGUACUCCGGECACAAGGACAACCUGAUCCGCGUGUGGUCCAUCUCEGACGLCGAS
CCGAGUGCAUCUCCALUGCCUGGUCC GCCGACGGCAACACECUGUACUCCEGCCACAAGGACAACCUGAUCCGCGUGUGGUCCAUCUCEGACGECGAG
CCGAGUGCAUCUCCAUUGCTUGGUCCGECGACGGCAACABBCUGUACUCCGGCCACAAGGACAACTCUGAUCCGCGUGUGGUCCAUCUCEGACGECGAG
CCGAGUGCAUCUCCALUGCCUGGUCCHECGACGGCAACABRCL -UACLUCCOGCCIICAAGGACAACCUGAUCCGCEUGUGGUCCAUCUCBGACGLCGAG
CCGAGTGCATCTCCATTGCCTGETCCGECGACGGCAACACIICTGTACTCCOGCCACAAGGACAACCTGATCCGCG TIRTGGTCCATCTCCGACGCCGAG
CCGAGUGCAUCUCCBUUGCCUGCUCCGLCGACGGCAACAMICUGUACUCCGGCCACAAGGACAACCUGAUCCGCEUGUGGUCCAUCUCHGACGCCGAG
CCGAGUGCAUCUCCEUUGCCUGGUCCGCCGACGGCAACATIICUGUACUCCGGCCAZAAGGACAACCUGAUCCGCGUGUGGUCIAUCUCHIGACGLIGAS
CCGAGUGCAUCUCCEUUGCCUGGUCCGCCGACGGCAACACICUGUACUCCGGCCACAAGGACAACCUGAUCCGCGUGUGGUCCAUCUCHIGACGCCGAG
CCGAGUGCAUCUCCEUUGCCUGGUCCGECGACGGCAACACICUGUACUCCGGCCACAAGGACAACLUGAUCCGCEUGUGGUCCAUCUCHGACGLCGAG
CCGAGTGCATCTCCETTGCLTGETCCOLCGATGGCAACACICTGTACTCCOGCCATAAGGARAACCRGET CCGECRGT GGRCCATCTCCGACGLCGAD

Sekil 4.8. LACK niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalar1

Bayesian filogenisine gore olusturulan aga¢ tizerinde (Sekil 4.9.) goriilecegi tizere

caligmamizda karakterize edilen izolatin (KT184317) L. infantum JPCMS5, PB75

izolatlar1 ve Brezilya’dan bildirilmis bir L. chagasi izolati ile en yiiksek identikligi

gosterdigi ve Dbirlikte cluster olusturduklart saptanmistir. Bayesian filogenetik

oo e

¢cozliniirligli yiksek posterior olasiliklarla desteklenmistir (>0,54).  Leishmania
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izolatlarmin LACK gen bdlgesi sekans analizleri, bu gen bolgesindeki intraspesifik

niikleotid farkliliklarinin interspesifik niikleotid farkliliklarla ¢akistigin1 ve dolayisiyla

filogenetik bazda tiir ayrimina olanak vermedigini ortaya koymustur.

0.98|

0.99

.

—

0.97
0.98
0.54
0.99
L
1
0.67
1

KT184317 , Leishmania infantum , Tarkiye

XM_001470282 , Leishmania infantum , JPCM5

U49695 (LIU49695) , Leishmania infantum , PB75
EU016105 , Leishmania chagasi, Brezilya

AB075696 , Leishmania donovani, Cin

AF363974 , Leishmania donovani, Sudan

AF034793 | Leishmania donovani

JX305923 , Leishmania tropica , iran

JX289833 , Leishmania major , iran

JX305921, Leishmania infantum , iran

JX305924 , Leishmania tropica, Iran

JX289832 , Leishmania tropica, iran

XM_001684508 , Leishmania major , Friedlin

U27568 , Leishmania major

AF363978 , Leishmania braziliensis , Brezilya

AF034805 , Leishmania braziliensis , Brezilya

AF363976 , Leishmania mexicana, Meksika

AF363975 , Leishmania major , Suriye

AF034804 , Leishmania major

AF363977 , Leishmania amazonensis , Brezilya
XM_003877070, Leishmania mexicana, Guetamala
ABO075697 , Leishmania amazonensis, Brezilya
AY053464 , Leishmania amazonensis , Brezilya
AF357839 , Leishmania donovani, Cin

AF125254 | Leishmania panamensis , Panama

AF125255 | Leishmania panamensis , Panama
XM_010702327 , Leishmania panamensis, Panama
XM_001566271, Leishmania braziliensis , Brezilya
XM_015798031 , Leptomonas pyrrhocoris , Cek Cumhuriyeti
XM_015798033 , Leptomonas pyrrhocoris , Cek Cumhuriyeti
XM_015798030, Leptomonas pyrrhocoris, Cek Cumhuriyeti
XM_015798032 , Leptomonas pyrrhocoris , Cek Cumhuriyeti

AF063022 , Crithidia fasciculata , ispanya

Sekil 4.9. L. infantum LACK gen dizisinin (KT184317) GenBank’a kayith dizilerle karsilagtirma

sonuglari



4.2.4. Protein Analiz Sonuclari

LACK geninin amino asit dizilimi ve {i¢ boyutlu yapis1 Sekil 4.10°da gosterilmistir. 939
niikleotid tarafindan kodlanan 313 aminositlik LACK proteininin ii¢ boyutlu yapisinda

yer alan katlanmalar belirlenmis ve korunmus bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir.

YEGHLKGHRGWV

LACPQQ

50 60
ANPDRHSVDSDYGLPSHRLE
90 100

ASWDRS IRMWDLRNGQCQRK
130 140
VSAGRDNVIRVWNVAGECMH
170 180

EHP IVVSGSWDNT I KVWNVN
210 220
DGSLCASGGKDGAALLWD
250 260
FSPNREFWMCVATERSLSVYD
290 300

1 SIAWSADGNTLYSGHKDNL

FLK
E F L

GGK

L E
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YIKVYV RDGTAI N K
70 80
GFV “VSLAHATDYAL
110 120
HTKDVLAVAF DDRL I
150 160
RDGHEDWYV LEF L
190 200
ERTLKGHSNYV VTV
230 240
GEQL FK I NVE INQ I A
270 280
KAVIAEL DGAK E

306

Sekil 4.10. L. infantum LACK proteininin 3 boyutlu gériiniimii ve aminoasit dizisi
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L. infantum LACK proteini, antijenite agisindan incelendiginde puani 1.061 ile 1.220

arasinda, aminoasit uzunluklari ise 7 ile 20 arasinda degisen 13 antijenik bolge tespit

edilmis bunlarin 8 tanesinde aminosit uzunlugunun 15 ve iizerinde oldugu goriilmiistiir

(Tablo 4.3.). Antijenik bolgelerin protein tizerinde dagilimi Sekil 4.11.’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. L. infantum LACK proteininde tespit edilen antijenik bolgeler

zlga Aminoasit Dizisi Baslangic Bitis Aminoasit Sayisi QS;Irj]enlk
1 HSNYVSTVTVSPDGSLCASG 191 210 20 1.163
2 WVTSLACPQQAGSYIKVVST 11 30 20 1.156
3 TGFVSCVSLAHATDYALTA 63 81 19 1.220
4 WVSSICFSPSLEHPIVVSG 150 168 19 1.170
5 QRKFLKHTKDVLAVAFS 98 114 17 1.178
6 SLSVYDLESKAVIAEL 255 270 16 1.133
7 LFKINVESPINQIAFS 227 242 16 1.085
8 RHSVDSDYGLPSHRL 45 59 15 1.061
9 VIRVWNVAGE 128 137 10 1.120
10 PSECISIAW 277 285 9 1.100
11 DDRLIVSA 116 123 8 1.087
12 AALLWDL 215 221 7 1.091
13  WMCVATE 247 253 7 1.083
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Sekil 4.11. L. infantum LACK proteininde yer alan antijenik bolgeler
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4.3. L. Infantum KMP-11 Geni Ampklifikasyon, Klonlama, Sekans ve Filogenetik
Analizleri

4.3.1. Amplifikasyon Sonuclari

L. infantum KMP-11 geninin klonlanmasi igin total genomik DNA ve L. infantum
KMP-11 genine spesifik primerlerler kullanilarak PCR kurulmustur. PCR sonrasinda
279 bp.’lik PCR iirlinii, ethidium bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jelde 100 bp.’lik
marker esliginde (SolisBioDyneFIREPol, Estonya) yiiriitiilmiis ve Gel Logic 212 Pro
Jel goriintiileme cihaziyla (Carestream, ABD) goriintiilenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. KMP-11 PCR firiiniiniin agaroz jel elektroforezde goriiniimii. M.100 bp.’lik marker
(SolisBioDyne, Estonya), 1-8. 279 bp.’lik L. infantum KMP-11 PCR iiriinii, N. Negatif kontrol
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4.3.2. Klonlama Sonuclarn

Agaroz jelden saflastirilan 279 bp.’lik L. infantum KMP-11 PCR iiriini,
pcDNA™3 1/V5-His TOPO (Invitrogen, ABD) ekspresyon plazmidine klonlanmustir.
Elde edilen rekombinant plazmid kompetan E. coli hiicrelerine transforme edilmistir ve

37 ‘C’de bir gece inkiibasyona sonrast olusan koloniler tespit edilmistir (Sekil 4.13.).

Sekil 4.13. L. infantum KMP-11 PCR iiriiniiniin E. coli kompetan hiicrelerine transformasyonu sonrasi
iiretilen koloniler
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Transformasyon sonrasi gdzlenen kolonilerin rekombinant plazmidi icerip igermedigini
anlamak i¢in PCR tarama yapilmistir. Kat1 besiyerinden segilen 6 koloninin tamaminin

rekombinant plazmidi igerdigi PCR tarama ile gosterilmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Kolonilerde rekombinant plazmid varliginin PCR tarama ile dogrulanmasi1 M. 100 bp.’lik
marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) 1-6. PCR tarama sonucu pozitif 6rnekler, P. Pozitif kontrol,
N. Negatif kontrol.
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Rekombinant plazmid varlig tespit edilen 1 numarali kolonilerden miniprep yapilarak
rekombinant plazmidler saflastirllmistir. Rekombinant plazmidin klonlanan geni
icerdigi PCR ile gosterilmistir (Sekil 4.15.). Miniprep ile saflagtirilan rekombinant
plazmid, pcDNA3.1+KMP-11 olarak isimlendirilmistir.
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Sekil 4.15. Miniprep sonrasi elde edilen rekombinant plazmidin PCR sonuglari. M. 100 bp.’lik marker
(SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) 1-3. DNA olarak rekombinant plazmidin kullanildigi PCR sonucunda
olusan 279 bp.’lik tiriin. P. Pozitif kontrol, N. Negatif kontrol.
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4.3.3. Sekans ve Filogenetik Analiz Sonug¢lar:

Klonlamanin dogrulugunu kanitlamak i¢in rekombinant plazmidin DNA dizi analizi
yapilarak, klonlanan L. infantum KMP-11 geninin DNA dizisi elde edilmistir. Elde
edilen DNA dizi sonuglari Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science Griffith
University, Avustralya) programi ile incelenmistir. F ve R dizi analiz sonuglari
Geneious v10.0.7 (Biomatters, ABD) (74) programina girilerek sekans hizalamasi
yapilmustir ve L. infantum KMP-11 genine ait konsensiis dizi ve kodlanan aminoasitler

elde edilmistir. (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. L. infantum KMP-11 DNA dizisi ve kodladig1 aminosistler
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L. infantum KMP-11 geni DNA dizi analiz sonucu Geneious v10.0.7 (Biomatters,
ABD) (74) programi ile web tabanli BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
sistemine girilerek GenBank veri tabanindaki mevcut DNA dizileri ile
kargilastirilmistir. Calismamizda elde edilen ve GenBank’a yiiklenen KU379565
numarali “L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) KMP-11 gen dizisinin mevcut 52 dizi
ile karsilastirma sonuglar1 Tablo 4.4°de ikili hizalama analizleri sonucu nikleotid
farklilik oranlar1 da Tablo 4.5’de verilmistir. KMP-11 gen bolgesine gore analiz edilen
izolatlarin niikleotid dizilimlerinin ¢oklu hizalama analiz sonuclart Sekil 4.17°de

gosterilmistir.

Tablo 4.4. L. infantum KMP-11 gen dizisinin (KU379565) GenBank’a kayitli dizilerle kargilagtirma

sonuglari
E‘;a GenBank ID  Organizma Sus Ulke Ezr;zerlik
1 XM_001468994 Leishmania infantum JPCM5 - 99,60
2 XM_001468995 Leishmania infantum JPCM5 - 99,30
3 XM_003864758 Leishmania donovani BPK282A1 - 99,30
4 X95627 Leishmania infantum LEM78 MON-1 - 98,60
5 X95626 Leishmania infantum LEM78 MON-1 - 98,60
6 AJ000078 Leishmania tropica - Ispanya 98,60
7 S77039 Leishmania donovani LD3 - 98,20
8 AY490814 Leishmania major - Tunus 98,20
9 XM_003722568 Leishmania major Friedlin - 98,20
10 XM_003879168 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103  Guatemala 98,10
11 XM_003879170 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 Guatemala 97,80
12 XM_003722567 Leishmania major Friedlin - 97,80
13 XM_003879169 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 Guatemala 97,50
14 AF193432 Leishmania amazonensis  IFLA/BR/67/PH8 Brezilya 97,50
15 JF422108 Leishmania infantum MHOM/TN/80/1P11 Tunus 97,10
16 U93582 Leishmania panamensis ~ M/HOM/PA/71LS94/6/7 Panama 96,40
17 U93579 Leishmania panamensis M/HOM/PA/71LS94/3/7 Panama 96,40
18 KF150697 Leishmania infantum MCAN/IR/07/Moheb-gh  Iran 96,40
19 U93581 Leishmania panamensis M/HOM/PA/71LS94/5/7 Panama 96,10
20 U93580 Leishmania panamensis ~ M/HOM/PA/71LS94/4/7  Panama 96,10
21 U93578 Leishmania panamensis M/HOM/PA/71LS94/2/7 Panama 96,10
22 U93577 Leishmania panamensis ~ M/HOM/PA/71LS94/1/7  Panama 96,10
23 AF026144 Leishmania guyanensis MHOM/BR/75/M-4147 Brezilya 96,10
24 AF026143 Leishmania guyanensis MHOM/BR/75/M-4147 Brezilya 96,10
25 AF026142 Leishmania guyanensis MHOM/BR/75/M-4147 Brezilya 96,10
26 AF026140 Leishmania guyanensis MHOM/BR/75/M-4147 Brezilya 96,10
27 AF026138 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M-2903 Brezilya 96,10




Tablo 4.4. devam

Sira . - Benzerlik
No GenBank ID Organizma Sus Ulke (%)
28 AF026135 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M-2903 Brezilya 96,10
29 XM_010704331 Leishmania panamensis ~ MHOM/PA/94/PSC-1 Guatemala 95,70
30 XM_001568273 Leishmania braziliensis ~ MHOM/BR/75/M2904 Brezilya 95,70
31 AF219228 Leishmania panamensis - Kolombiya 95,70
32 AF026137 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M-2903 Brezilya 95,70
33 AF026134 Leishmania braziliensis ~ MHOM/BR/75/M-2903 Brezilya 95,70
34 AF026133 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M-2903 Brezilya 95,70
. ) Cek
35 XM_015796612 Leptomonas pyrrhocoris Cumhuriyeti 90,30
. ) Cek
36 XM_015796611 Leptomonas pyrrhocoris Cumhuriyeti 90,30
37 AF142990 Leishmania braziliensis MOHM/PE/95/LQ-8 Peru 90,30
. } Cek
38 XM_015796616 Leptomonas pyrrhocoris Cumhuriyeti 89,60
. Cek
39 XM_015796615 Leptomonas pyrrhocoris, Cumhuriyeti 89,60
. ) Cek
40 XM_015796614 Leptomonas pyrrhocoris Cumhuriyeti 89,60
. ) Cek
41 XM_015796613 Leptomonas pyrrhocoris Cumhuriyeti 89,60
42 XM_009318228 Trypanosoma grayi ANR4 Gambiya 83,90
43 EF101350 Trypanosoma rangeli - Kolombiya 83,70
44 EF101349 Trypanosoma rangeli - Kolombiya 83,70
45 DQ194341 Trypanosoma rangeli H14 Kolombiya 83,30
46 AY147904 Trypanosoma rangeli - Kolombiya 83,00
47 DQ194340 Crithidia sp, CJP-2005 Kolombiya 82,60
48 AY325812 Trypanosoma rangeli - Kolombiya 82,60
49 DQ194344 Trypanosoma rangeli - Kolombiya 82,20
50 DQ194339 Crithidia sp. CJP-2005 Kolombiya 82,20




Tablo 4.5. GenBank’a kayitli KMP-11 sekanslarinin ikili hizalama farkliliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 | 12 [ 13 | 14 | 15 | 16 | 17 [ 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 [ 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 [ 39 | 40 [ 41 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48 | 49 | 50 [ 51
DQ194339 0.01]020|0.23]|024[0.24]|024|024(024|023[0.24|0.24|0.23|0.24|0.25(0.23]|0.24|0.26|0.22|0.22(0.22|0.22|0.21|0.21|0.21|0.21]|0.21|0.48|0.20|0.20(0.19]| 0.19|0.19| 0.19] 0.19 | 0.19] 0.15| 0.11 | 0.02 | 0.01 [ 0.02 | 0.03 | 0.04 | 0.02| 0.21 [ 0.21| 0.21 | 0.21 | 0.21| 0.21 | 0.24
DQ194340 0.01 0.20]023|0.24]|024|0.23|024|023[023|023[0.24]|023|0.24(025|023(0.23|026|022(022|021(022|021[021|021|021|0.21]|047|0.20/0.20|0.190.19|0.19|0.19(0.19|0.190.15|0.11|0.02|0.01|0.01|0.03|0.03|0.02|0.21|0.21(0.21]|0.21|0.21|0.21|0.23
[AF219228 0.20 | 0.20 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.05 | 0.03 | 0.04 | 0.06 | 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.28 | 0.00 | 0.01 | 0.07 | 0.07 | 0.07 | 0.07 | 0.07 [ 0.07 | 0.07 | 0.16 | 0.19 | 0.20 | 0.20 | 0.22 [ 0.22 | 0.21 | 0.01 [ 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.04
| AJ000078 0.23 | 0.23 | 0.03 0.01|0.01]0.02|0.02002|0.01|0.02|002|001|0.02|003|001|0.02|0.04|0.03|0.03|0.03|004|003|0.03|0.03|0.03|0.03|0.29|003|003|0.10|0.10| 0.10 0.10| 0.10| 0.10 { 0.10 | 0.19 | 0.22 | 0.23 [ 0.23 | 0.25| 0.25 | 0.24 | 0.03 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
X95626 0.24 | 0.24 | 0.04 | 0.01 0.01 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.01 | 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.03 | 0.04 | 0.01 | 0.02 | 0.05 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03 [ 0.03 | 0.04 | 0.03 [ 0.03 | 0.30 [ 0.04 | 0.04 | 0.11 [ 0.11] 0.11 | 0.11 | 0.11| 0.11 [ 0.10| 0.20 | 0.23 | 0.23 | 0.24 [ 0.26 | 0.26 | 0.24 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
X95627 0.24 | 0.24 | 0.04 | 0.01 | 0.01 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.01 [ 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.03 | 0.04 | 0.01 | 0.02 [ 0.05| 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 [ 0.03 | 0.03 | 0.04 | 0.03 | 0.03 [ 0.30 | 0.04 | 0.04 | 0.11] 0.11 | 0.11 | 0.11 | 0.11 | 0.11| 0.10 [ 0.20 | 0.23 [ 0.23 | 0.24 | 0.25 [ 0.26 | 0.24 | 0.03 | 0.03 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
|AY490814 0.24 [ 0.23 0.04 | 0.02 | 0.02 | 0.02 0.01 | 0.00 | 0.01]0.02 | 0.02|0.02|0.03|0.03|0.01|0.02| 0.04|0.04|0.03|003|0.04]|003|0.03|003|003|0.03|029|0.04|004]|0.10|0.10]|0.10|0.10| 0.10| 0.10 | 0.10| 0.19 | 0.23| 0.23 | 0.23 [ 0.25| 0.25 [ 0.24 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
XM _003722567 | 0.24 | 0.24 | 0.04 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.01 0.01 | 0.01 | 0.02] 0.02 | 0.02 | 0.03 | 0.03 | 0.01 | 0.02 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.04 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.30 | 0.04 | 0.04 | 0.11 ( 0.11] 0.11 | 0.11 | 0.11 | 0.11 | 0.10 | 0.19 | 0.23 | 0.23 | 0.24 | 0.25 | 0.26 | 0.24 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
XM _003722568 | 0.24 | 0.23 | 0.04 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.00 | 0.01 0.01| 002 0.02|0.02|0.03|0.03|001|0.02|0.04|0.04]0.04]|0.03|0.04|003|0.03|0.03|0.03|0.03|0.29|0.04|004]0.10|0.10 0.10 0.10| 0.10 | 0.10 [ 0.10| 0.19 | 0.23 | 0.23 [ 0.23 | 0.25 | 0.25 [ 0.24 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
XM_003864758 | 0.23 | 0.23 [ 0.03 | 0.01 | 0.01 | 0.01 [ 0.01 | 0.01 | 0.01 0.01 | 0.01]0.01 | 0.02| 0.02 | 0.00 | 0.01 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.29 | 0.03 | 0.03 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 [ 0.10 | 0.09 | 0.18 | 0.22 | 0.22 | 0.23 | 0.24 | 0.25 | 0.23 | 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.01
[AF193432 0.24 | 0.23 0.04 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.01 0.01 [ 0.01]0.03 [ 0.03|0.01|0.02|0.04|0.04|0.04|0.03|0.04|0.03|003|0.03]|0.03]|0.03|0.30]|004f0.04]011]011|0.11]|0.11[0.11|0.11|0.100.19|0.23 | 0.23|0.24| 0.25 0.26 | 0.24 | 0.03 | 0.03 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
XM_003879169 | 0.24 | 0.24 [ 0.04 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.01 | 0.01 0.01 | 0.03| 0.03 | 0.01 | 0.02 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.30 [ 0.04| 0.04 [ 0.11| 0.11| 0.11 [ 0.11 | 0.11 [ 0.11| 0.10| 0.19 | 0.23 | 0.23 | 0.24 | 0.25 | 0.26 [ 0.24 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
XM _003879170 | 0.23 | 0.23 | 0.04 | 0.01 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.01 | 0.01 | 0.01 0.03 [ 0.03 | 0.01|0.02 | 0.04 | 0.03|0.03|0.03|0.04|0.03|0.03|0.03|0.03|0.03|0.290.04|0.04|0.10 0.10| 0.10| 0.10| 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.19 | 0.23 | 0.23 | 0.23 | 0.25 | 0.25 | 0.24 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
XM _001468994 | 0.24 | 0.24 | 0.04 | 0.02 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02 | 0.03 | 0.03 | 0.03 0.02 | 0.02 | 0.03 | 0.05| 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.05 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.30 | 0.04 | 0.05| 0.11| 0.11 | 0.11 | 0.11 | 0.11| 0.11 [ 0.11 | 0.20 | 0.24 | 0.24 | 0.24 | 0.26 | 0.26 | 0.25 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03
XM_003879168 | 0.25 | 0.25 [ 0.05 | 0.03 | 0.04 | 0.04 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02 0.02 | 0.03 | 0.06 | 0.05 [ 0.05| 0.05| 0.05 | 0.04 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.31 | 0.05 | 0.05] 0.12| 0.12| 0.12 | 0.12 | 0.12| 0.12 | 0.11 | 0.20 | 0.24 [ 0.24 | 0.25 | 0.26 | 0.27 | 0.25 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03
XM_001468995 | 0.23 | 0.23 [ 0.03 | 0.01 [ 0.01 | 0.01 [ 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.00 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.02 | 0.02 0.01]0.03|0.03]|0.03|0.03|0.03]0.02|0.02] 002 0.02] 002|029 0.03]|0030.10] 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.09 | 0.18 | 0.22 | 0.22 | 0.23 | 0.24 | 0.25 | 0.23 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.01
S77039 0.24 | 0.230.04 | 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.01 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.03 | 0.03 | 0.01 0.04 [ 0.04 | 0.04 [ 0.03 | 0.04 | 0.03 | 0.03| 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.29 | 0.04| 0.04 | 0.10| 0.10 | 0.10 [ 0.10| 0.10 [ 0.10 | 0.10 | 0.19 | 0.23 | 0.23 [ 0.23 | 0.25 | 0.25 | 0.24 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.02
KF150697 0.26 | 0.26 | 0.06 | 0.04 [ 0.05 | 0.05 | 0.04 | 0.04 | 0.04 [ 0.03 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.05 | 0.06 | 0.03 | 0.04 0.06 [ 0.06 | 0.06 [ 0.06 | 0.05 | 0.05 | 0.05| 0.05 | 0.05 | 0.32 | 0.06 [ 0.06 | 0.13 | 0.13| 0.13 ] 0.13 | 0.13| 0.13 [ 0.12| 0.22 | 0.25| 0.25 | 0.26 [ 0.27 | 0.28 | 0.26 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.05 | 0.03
| AF026133 0.22 | 0.22 | 0.02 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.04 | 0.05 | 0.03 | 0.04 | 0.06 0.01(0.01|0.01|0.01f001]001|0.01|0.01(028|0.02|0.02|0.09]|0.09)|0.09|0.09|009|0.09|008|017|021|0.21|0.22(023|0.24|0.22|001|0.01|0.01|0.01(001|0.01|0.04
| AF026134 0.22 | 0.22 | 0.02 | 0.03 | 0.04 [ 0.04 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.04 | 0.04 [ 0.03 | 0.04 | 0.05 | 0.03 | 0.04 | 0.06 | 0.01 0.01(001/0.01|0.01|001|001|0.01|0.28(0.02|0.02|0.09|0.09|0.09]|0.09|0.09|009]|0.08|0.17|0.21|0.21|0.22|0.23|024|022|001|001|001|0.01|001(001|0.04
[AF026135 0.22 | 0.21 | 0.02 | 0.03 [ 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.03 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.04 | 0.03 | 0.04 [ 0.05 | 0.03 | 0.03 | 0.06 | 0.01 | 0.01 0.01|0.010.01]0.01[0.01]001|0.27|0.02|0.02 | 0.08| 0.08|0.08|0.08|0.08|0.08| 008|017 |0.21]|021|0.21]|023|023|0.22|0010.01]0.01|0.01/0.01]|0.01f0.03
[AF026137 0.22 | 0.22| 0.02 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.05 [ 0.05| 0.03 | 0.04 | 0.06 | 0.01 | 0.01 | 0.01 0.02 | 0.02 | 0.02 ] 0.02 | 0.02| 0.28 | 0.02 | 0.03 | 0.09 [ 0.09 | 0.09 | 0.09 | 0.09 | 0.09 [ 0.09 | 0.18 | 0.21 | 0.22 | 0.22 | 0.24 | 0.24 | 0.23 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.04
[AF026138 0.21(0.21|0.01|0.030.03]0.03|0.03|0.03|0.03|0.02|0.03|0.03]|0.03|0.04|0.04]|0.02|0.03|0.05|0.01]0.01]|0.01[0.02 0.01]0.01/0.01]0.010.27|0.01|0.02|0.08]|0.08|0.08]0.08|0.08|008|008|0.17]|0.20|0.21|0.21|0.23 | 0.23| 0.22 | 0.01 | 0.01 | 0.01 [ 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.03
| AF026140 0.21 | 0.210.01|0.03|0.030.03|0.03|0.03|0.03|0.02|0.03|0.03|0.03|0.04|0.04|002|0.03|0.05|0.01|0.01|0.01|0.02| 001 0.01]0.01]0.01|0.27 [ 0.01| 0.02| 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.17 | 0.20 | 0.21 | 0.21 | 0.23 [ 0.23 | 0.22 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.03
| AF026142 0.21 (021 0.01|0.03|0.04|0.04|0.03|0.03|003|002|0.03|0.03|0.03|0.04|004|002|003|0.05|001001|0.01|002]001|0.01 0.01(0.01|0.27|0.01 | 0.02|0.08|0.08 0.08|0.08|0.08|008|008|017|0.21|0.210.21|0.23|0.23022|0.01|0.01|001[0.01|0.01|0.01|0.03
[AF026143 0.21|0.21|0.01]0.03 | 0.03) 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 [ 0.02| 0.03 [ 0.03 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.02 | 0.03 | 0.05| 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.02 | 0.01 | 0.01 | 0.01 0.01  0.27 | 0.01 [ 0.02 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 [ 0.08 | 0.08 | 0.08 [ 0.17 | 0.20 [ 0.21 | 0.21 | 0.23 [ 0.23 | 0.22 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.03
[AF026144 0.21|0.210.01]0.030.03]|0.03|0.03|0.03|0.03|0.02|0.03|0.03]0.03|0.04|0.04]|002|0.03|005]|001|0.01]0010.02]001]|0.01[0.01]|0.01 0.27 [ 0.01 | 0.02 | 0.08 [ 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.17 [ 0.20| 0.21 | 0.21 [ 0.23 | 0.23 | 0.22| 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.03
JF422108 0.48 | 0.47 | 0.28]0.29 0.30| 0.30 | 0.29 | 0.30| 0.29 [ 0.29| 0.30 [ 0.30 | 0.29| 0.30 [ 0.31 | 0.29 | 0.29 | 0.32 | 0.28 | 0.28 | 0.27 [ 0.28 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.27 0.280.28|0.35|034[0.35)|0.34|0.34| 035|034 | 043|047 [ 0.47 | 0.48 | 0.49 | 0.49 | 0.48 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.27 | 0.29
XM _001568273 | 0.20 | 0.20 | 0.00 | 0.03 | 0.04 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.05 | 0.03 [ 0.04 | 0.06 | 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.02| 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.28 0.01 | 0.07 | 0.07 | 0.07 | 0.07 | 0.07 [ 0.07 | 0.07 | 0.16 | 0.19 | 0.20 | 0.20 | 0.22 | 0.22 | 0.21 | 0.01 [ 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.04
XM _010704331 | 0.20 | 0.20 | 0.01 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.03 | 0.04 [ 0.04 | 0.04 | 0.05 | 0.05 | 0.03 | 0.04 | 0.06 | 0.02 | 0.02 | 0.02 [ 0.03 | 0.02 | 0.02 [ 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.28 | 0.01 0.07 | 0.07 | 0.07 | 0.07 | 0.07 | 0.07 [ 0.07 | 0.16 | 0.20 [ 0.20 | 0.20 | 0.22 | 0.22 [ 0.21 | 0.02 | 0.01 | 0.02 | 0.01 | 0.02 | 0.02 | 0.04
XM_015796611 | 0.19 | 0.19 | 0.07 | 0.10 [ 0.11 | 0.11 | 0.10 | 0.11| 0.10 | 0.10| 0.11 | 0.11 | 0.10 | 0.11 | 0.12 | 0.10 | 0.10 | 0.13 | 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.35 | 0.07 | 0.07 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 [ 0.00 | 0.06 | 0.15 | 0.18 | 0.19 | 0.19 | 0.21 | 0.21 | 0.20 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.10
XM_015796612 | 0.19 | 0.19 [ 0.07 | 0.10 | 0.11 | 0.11 [ 0.10 | 0.11| 0.10 [ 0.10| 0.11 [ 0.11 | 0.10 [ 0.11 | 0.12| 0.10 [ 0.10 | 0.13 [ 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.34 | 0.07 | 0.07 | 0.00 0.00 [ 0.00 | 0.00 [ 0.00 | 0.06 | 0.15 | 0.18 | 0.19 [ 0.19 | 0.21 | 0.21 | 0.20 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.10
XM_015796613 | 0.19 | 0.19 [ 0.07 | 0.10 [ 0.11 | 0.11 [ 0.10 | 0.11 | 0.10 [ 0.10| 0.11 [ 0.11 | 0.10 | 0.11 | 0.12 | 0.10 [ 0.10 | 0.13 [ 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.35 | 0.07 | 0.07 | 0.00 | 0.00 0.00 [ 0.00 | 0.00 | 0.06 [ 0.15] 0.18 [ 0.19| 0.19 | 0.21 | 0.21 | 0.20 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.10
XM_015796614 | 0.19 | 0.19 [ 0.07 | 0.10 [ 0.11 | 0.11 [ 0.10 | 0.11 | 0.10 [ 0.10 | 0.11 [ 0.11 | 0.10 | 0.11 | 0.12 | 0.10 [ 0.10 | 0.13 [ 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.34 | 0.07 | 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 [ 0.00 | 0.06 | 0.15[ 0.18 0.19 | 0.19 | 0.21 | 0.21 | 0.20 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.10
XM _015796615 | 0.19 | 0.19 | 0.07 | 0.10 [ 0.11 | 0.11 [ 0.10 | 0.11 | 0.10 | 0.10| 0.11 [ 0.11 | 0.10 | 0.11 | 0.12| 0.10 | 0.10 | 0.13 | 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.34 | 0.07 | 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 | 0.06 | 0.15| 0.18 | 0.19 | 0.19 | 0.21 | 0.21 | 0.20 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.10
XM _015796616 | 0.19 | 0.19 | 0.07 | 0.10 | 0.11 | 0.11 | 0.10 | 0.11| 0.10 | 0.10| 0.11 | 0.11 | 0.10 | 0.11 | 0.12 | 0.10 | 0.10 | 0.13 | 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.35 | 0.07 | 0.07 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.06 | 0.15| 0.18 ] 0.19 | 0.19 | 0.21 | 0.21 | 0.20 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.10
[AF142990 0.15 | 0.15 0.07 | 0.10 [ 0.10| 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.09 | 0.10 [ 0.10 | 0.10 | 0.11 | 0.11 | 0.09 | 0.10 | 0.12 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.34 | 0.07 | 0.07 | 0.06 | 0.06 | 0.06 | 0.06 | 0.06 | 0.06 0.11]0.140.15] 0.15| 0.17 | 0.17 | 0.16 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.08 | 0.10
XM _( 0.11)0.110.16|0.19( 0.20| 0.20 | 019 0.19| 0.19 | 0.18| 0.19 [ 0.19 | 0.19| 0.20 [ 0.20| 0.18 | 0.19| 0.22 | 0.17 [ 0.17 | 0.17 [ 0.18 | 0.17 | 0.17 | 0.17 | 0.17 [ 0.17 | 0.43 | 0.16 [ 0.16 | 0.15 [ 0.15| 0.15| 0.15 | 0.15| 0.15 | 0.11 0.100.11]0.110.13]| 013|012 0.17| 017 | 017 | 0.17 | 0.17 | 0.17 | 0.19
[AY325812 0.02[0.02]019]022|0.23]|023|0.23|023|023[0.22|023|0.23|0.23|0.24(0.24|022|0.23|025|021(0.21]|021|0.21|0.20|0.20/0.21]|0.20|0.20|0.47|0.19(0.20|0.18|0.18|0.18|0.18 | 0.18|0.18 [ 0.14 | 0.10 0.01 | 0.02| 0.04 [ 0.04 | 0.03 | 0.20 [ 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.23
[AY147904 0.01001020|0.23|0.23(023]|023|0.23[023|022|0.23|0.23|023|024|0.24|022|023|025(021(021|021|0.22(021021|0.21|0.21(0.21|0.47|0.20(0.20/0.19|0.19|0.19(0.19|0.19|0.190.15|0.11|0.01 0.01 | 0.03]0.03|0.02021]020|0.21|0.20(021|0.21]|0.23
DQ194344 0.02|001|020|0.23|024(024|023|0.24|023|023|0.24|024(023|024|025|023|023|026|022|022|021|022(021(021|0.21|0.21(021|048|0.20(020|019|0.19|0.19(0.19(0.19|0.19| 0.15|0.11|0.02 | 0.01 0.03(0.03|0.02|021|021|021]|021|021(021|0.23
EF101349 0.03|0.03|022|025|0.26|025|025|0.25|025|024|025|0.25|025|0.26|0.26 | 024 | 0.25| 0.27 | 0.23 | 0.23 | 0.23 | 0.24 | 0.23 [ 0.23 | 0.23 | 0.23 | 0.23 | 0.49 | 0.22 | 0.22 | 0.21 | 0.21 | 0.21 [ 0.21 | 0.21 | 0.21 | 0.17 | 0.13 | 0.04 | 0.03 | 0.03 0.01|001|023|0.23|0.23|023|0.23|023(025
EF101350 0.04 [ 0.03|0.22]025[0.26 | 0.26 | 0.25|0.26 | 0.25 [ 0.25| 0.26 [ 0.26 | 0.25| 0.26 [ 0.27 | 0.25 | 0.25| 0.28 | 0.24 | 0.24 | 0.23 [ 0.24 | 0.23 | 0.23 | 0.23 ]| 0.23 [ 0.23| 049 | 0.22 | 0.22| 0.21 [ 0.21| 0.21 | 0.21 [ 0.21| 0.21 [ 0.17 | 0.13 | 0.04 | 0.03 | 0.03 | 0.01 0.02]023]023]|023(0.23]|023|0.23|025
DQ194341 0.020.02|0.21]024[0.24)|024|0.24|024|024[0.23|0.24[0.24]|0.24]|0.25(0.25|023|0.24|0.26|0.22|0.22|022[0.23|022|022|0.22|022|0.22|048|0.21|0.21|0.20(0.20|0.20|0.20 | 0.20| 0.20 [ 0.16 | 0.12 | 0.03 | 0.02 | 0.02 | 0.01 | 0.02 0.22]0220.22]|022|022|022]| 024
U93577 0.21 021 0.01|0.03|0.03|0.03|0.03|0.03f0.03|0.02|0.03|0.03|0.03|0.04|0.04|002|003|0.05|0.01001|0.01|0.02001|001|0.01|0.01|0.01|0.27|0.01|0.02]|0.08|0.080.08|0.08]|0.08|008|008|0.17|0.20|0.210.21|0.23|0.23|0.22 0.01]0.01]0.01|0.01f001]|0.03
U93579 0.21|021001|0.03|0.03|0.03|0.03|0.03|003|002|0.03|0.03|0.03|0.04|0.04|002|003|0.05|001|001|0.01|0.02|001|001|0.010.01(001|0.27|0.01001|0.08]|0.08|0.08|0.08]|0.08|0.08|008|017|0.20|0.200.21|0.23|0.23|0.22 | 0.01 0.01 | 0.00|0.01|0.01( 003
U93581 0.21(0.21001|0.03|0.03|003|0.03|0.03|003|002|0.03|0.03|0.03|0.04|0.04|002|003|0.05|001|001|0.01|002]001001|0.01|0.01001|0.27]|0.01|002|0.08]|0.08|0.08|008]|0.08|008|008|017|0.20|0.21021]0.23|0.23|022|0.01]|0.01 0.01 | 0.01|0.01| 0.03
U93582 0.21{0.21|0.01]0.030.03)|0.03| 0.03|0.03|0.03 | 0.02| 0.03 | 0.03| 0.03|0.04 | 0.04| 0.02 | 0.03]| 0.05| 0.01|0.01]0.010.02|0.01|0.01|0.01]0.010.01]|027|0.01|0.01]|0.08|0.08|0.08|0.08|0.08]|0.08|0.08|0.17|0.20]0.20|0.21 [ 0.23] 0.23 | 0.22| 0.01 | 0.00 | 0.01 0.01 | 0.01 | 0.03
U93578 0.21|0.210.01]0.03|0.03)|0.03|0.03|0.03|0.03|0.02]|0.03|0.03]|0.03|0.04|0.04]|002|0.03]|005|0.01|0.01]|001f0.02|001|0.01|0.01]|0.01[0.01]|0.27|0.01|0.02]|0.08|0.08|0.08]|0.080.08|008|0.08|0.17|020|0.21]|021|0.23]|023|022|0.01]|0.01[0.01]0.01 0.01 | 0.03
U93580 0.21|0.210.01|0.030.03]| 0.03|0.03|0.03|0.03|0.02|0.03|0.03]|0.03|0.04|0.04]|002|0.03|0.05|0.01|0.01]|0010.02|0.01|0.01|0.01]|0.01[0.01|0.27|0.010.02]|0.08|0.08|0.08|0.08|0.08|0.08|0.08|0.17|0.20]0.21|0.21|0.23]|0.23|0.22|0.01]|0.01[0.01]0.01|0.01 0.03
[KMP KU379565 | 0.24 | 0.23 | 0.04 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.01 | 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.03 [ 0.03 | 0.01 | 0.02 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.03 [ 0.04 | 0.03 | 0.03 [ 0.03 | 0.03 [ 0.03 | 0.29 | 0.04 [ 0.04 | 0.10 | 0.10 | 0.10 ] 0.10 | 0.10 ] 0.10 | 0.10 | 0.19 | 0.23 | 0.23 | 0.23 | 0.25 | 0.25 | 0.24 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03 | 0.03
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Sekil 4.17. KMP- 11 niikleotid sekanslarinin ¢oklu hizalamalari
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Bayesian filogenisine gore olusturulan agag¢ iizerinde (Sekil 4.18.) goriilecegi tlizere
calismamizda karakterize edilen izolatin (KU379565) Iran’dan izole edilen L. infantum
(KF150697) izolat1 ile en yiiksek identikligi gosterdigi ve birlikte cluster olusturduklari
saptanmigtir. Bayesian filogenetik ¢Oziiniirliigli yiiksek posterior olasiliklarla
desteklenmistir (>0,61).  Leishmania izolatlarin KMP-11 gen bolgesi sekans
analizleri, bu gen bdlgesindeki intraspesifik niikleotid farkliliklarinin interspesifik
niikleotid farkliliklarla ¢akistigin1 ve dolayisiyla filogenetik bazda tiir ayrimina olanak

vermedigini ortaya koymustur.



067

09 076

0.65

096|
0.98 084

X95626 , Leishmania infantum , LEM78 MON-1
X95627 , Leishmania infantum , LEM78 MON-1
AJ000078 , Leishmania tropica , Ispanya
AY490814 | Leishmania major, Tunus
XM_003722567 , Leishmania major, FRIEDLIN
XM_003722568 , Leishmania major, FRIEDLIN
AF193432 , Leishmania amazonensis , Brezilya

XM_003879169 , Leishmania mexicana, Guatemala
XM_003879170, Leishmania mexicana, Guatemala

XM_001468994 , Leishmania infantum , JPCM5

XM_003879168 , Leishmania mexicana , Guatemala

KF150697 , Leishmania infantum , iran
KMP KU379565 , Leishmania infantum , Turkiye

XM_003864758 , Leishmania donovani, BPK282A1

XM_001468995 , Leishmania infantum, JPCMS
S77039, Leishmania donovani, LD3
AF026133, Leishmania braziliensis , Brezilya
AF026134 , Leishmania braziliensis , Brezilya
AF026135, Leishmania braziliensis , Brezilya
AF026137 , Leishmania braziliensis , Brezilya
U93577 , Leishmania panamensis , Panama
U93578, Leishmania panamensis , Panama
U93581 , Leishmania panamensis , Panama
U93582 , Leishmania panamensis , Panama
U93578 , Leishmania panamensis, Panama
U93580, Leishmania panamensis , Panama
AF026138 , Leishmania braziliensis , Brezilya
AF026140, Leishmania guyanensis , Brezilya
AF026142 , Leishmania guyanensis, Brezilya
AF026143 | Leishmania guyanensis , Brezilya
AF026144 , Leishmania guyanensis, Brezilya
JF422108 , Leishmania infantum , Tunus

AF219228 , Leishmania panamensis , Kolombiya
XM_001568273 , Leishmania braziliensis , Brezilya
XM_010704331, Leishmania panamensis , Guatemala
XM_015796611 , Leptomonas pyrrhocoris , Cek Cumbhuriyeti
XM_015796612 , Leptomonas pyrrhocoris . Cek Cumhuriyeti
XM_015796613 , Leptomonas pyrrhocoris , Cek Cumhuriyeti
XM_015796614 , Leptomonas pyrrhocoris , Cek Cumbhuriyeti
XM_015796615 , Leptomonas pyrrhocoris ., Cek Cumbhuriyeti
XM_015796616 , Leptomonas pyrrhocoris . Cek Cumhuriyeti

AF142990, Leishmania braziliensis , Peru
XM_009318228 , Trypanosoma grayi, Gambiya
AY325812 , Trypanosoma rangeli, Kolombiya
EF101349, Trypanosoma rangeli, Kolombiya
EF101350, Trypanosoma rangeli , Kolombiya
DQ194341, Trypanosoma rangeli, Kolombiya
AY147904 , Trypanosoma rangeli, Kolombiya
DQ194344 | Trypanosoma rangeli, Kolombiya
DQ194339 , Crithidia sp. CJP-2005 , Kolombiya
DQ194340, Crithidia sp. CJP-2005, Kolombiya
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Sekil 4.18. L. infantum KMP-11 gen dizisinin (KU379565) GenBank’a kayitl dizilerle karsilagtirma

sonuglart
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4.3.4. Protein Analiz Sonuclari

L. infantum KMP-11 geninin amino asit dizilimi ve li¢ boyutlu yapist Sekil 4.19°da
gosterilmistir. 276 niikleotid tarafindan kodlanan 92 aminositlik KMP-11 proteininin ii¢

boyutlu yapisinda yer alan katlanmalar belirlenmistir.

1 10 20 30 40
M A YEEFSAKLDRLDEEFN RKMQEQNAKFFDKPDE L
50 60 70 80

EMKEHYEKFERMIKEHTEK FNKKMHEHSEHFKQKFAELL
91

EQRKAAQY K

Sekil 4.19. L. infantum KMP-11 proteininin 3 boyutlu gériiniimii ve aminoasit dizisi
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L. infantum KMP-11 proteininin antijenik yapisi incelendiginde, antijenik puani 1.064

ile 0.995 arasinda, aminoasit uzunluklari ise 6 ile 21 arasinda degisen 3 antijenik bolge

tespit edilmistir (Tablo 4.6.). Ozellikle 68. ve 88. aminoasitler arasinda yer alan 21

aminoasitlik antijenik bdlge 6n plana ¢ikmaktadir. Antijenik bolgelerin protein iizerinde

dagilim1 Sekil 4.20.’de gosterilmistir.

Tablo 4.6. L. infantum KMP-11 proteininde yer alan antijenik bolgeler

Sira . e .. Aminoasit | Antijenik
No Aminoasit Dizisi Baslangic | Bitis Sayist PLanN
HSEHFKQKFAELLE
1 QRKAAQY 68 88 21 1.064
2 EFSAKLDR 7 14 8 1.035
3 ESTLSP 36 41 6 0.995
1 10 20 30 40
MATTYEEFSAKLDRLDEEFN RKMQEQNAKFFDKPDESTL

I
antigenic region (Predicted); 1.035
50
EMKEHYEKFERMIKEH
[
antigenic region (Predicted); 0.995
91

EQRKAAQY P SK

[
antigenic region (Predicted); 1.064

E

60

K

[
antigenic region (Predicted); 0.995
70 80

FNKKMHEHSEHFKQKFAELL

|
antigenic region (Predicted); 1.064

Sekil 4.20. L. infantum KMP-11 proteininde yer alan antijenik bolgeler.
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4.4. LACK ve KMP-11 Genlerinin Fiizyonu

4.4.1. Restriksiyon Analizleri

LACK geninin pcDNA3.1+KMP-11 rekombinant plazmidine sub-klonlama igin
pletl.2+LACK plazmidi HINDIII-HF™ (NEB, Ingiltere) ve BamHI-HF™ (NEB,
Ingiltere) enzimleri ile ayn1 anda restriksiyon yapilmistir. HINDIII ve BamHI yapiskan
bolgesi tasiyan LACK genini igeren iiriinii etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz
jele yiiklenmis ve elektroforez sonrasi BioRad ChemiDoc Mp goriintiileme cihazinda
(BioRad, Almanya) goriintiilenmistir (Sekil 4.21).

1200

1000

900
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Sekil 4.21. HINDIII ve BamHI yapiskan bolgesi tastyan LACK genini igeren restriksiyon iiriinil.

pcDNA3.1+KMP-11 rekombinant plazmidi sub-klonlama i¢in HINDIII-HF™ (NEB,

Ingiltere) ve BamHI-HF™ (NEB, Ingiltere) restriksiyon enzimleri ile ayni anda
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kesilmistir. HINDIIlI ve BamHI yapiskan bdlgesi tasiyan lineer pcDNA3.1+KMP-11
triinii etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jele yiikklenmis ve elektroforez
sonrasi BioRad ChemiDoc Mp goriintiileme cihazinda (BioRad, Almanya)

goriintiilenmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22. HINDIII ve BamHI yapiskan bolgesi tagiyan lineer pcDNA3.1+KMP-11 plazmidini iceren
restriksiyon iiriinii.
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4.4.2. Fiizyon Genlerin Klonlama Sonuclar:

Multi-antijenik rekombinant pcDNA3.1+LACK+KMP-11 plazmidinin OneShot TOP10
Chemically Competent E. coli hiicreleri (Invitrogen, ABD) transformasyonu yapilmuistir.

Kat1 besiyerinin 37 "C’de bir gece inkiibasyona sonrasi olusan koloniler tespit edilmistir
(Sekil 4.23).

Sekil 4.23. Multi-antijenik rekombinant pcDNA3.1+LACK+KMP-11 plazmidinin E. coli kompetan
hiicrelerine transformasyonu sonrasi {iretilen koloniler.
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Transformasyon sonrasi gézlenen kolonilerin rekombinant pcDNA3.1+LACK+KMP-11
plazmidini igerip icermedigini tespit etmek i¢in PCR tarama yapilmistir. Kati
besiyerinden secilen 6 koloninin tamaminin rekombinant plazmidi i¢erdigi PCR tarama

ile gosterilmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.24. Kolonilerde rekombinant plazmid varliginin PCR tarama ile dogrulanmasi. M. 100 bp.’lik
marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) P1. LACK pozitif kontrol, P2. KMP-11 pozitif kontrol
1. 1 No’lu koloni LACK F ve LACK R primerleri ile 2. 1 No’lu koloni KMP-11 F ve KMP-11 R
primerleri ile 3. 1 No’lu koloni LACK F-R ve KMP-11 F-R primerleri ile 4-7. PCR tarama
sonucu LACK F-R ve KMP-11 F-R primerleri pozitif diger 6rnekler, N. Negatif kontrol.
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4.5. Fiizyon Protein Ekspresyon Analiz Sonuclari

LACK+KMP-11 multi-antijenik genlerinin protein ekspresyonu igin kullanilacak
PET100 Directional TOPO (Thermo Scientific, ABD) plazmidine sub-klonlamasi i¢in
CACC o6n bolgesini igeren LILACK F1 primeri ve KMP-11 R primeri PCR
kurulmustur. Elde edilen PCR iiriinii etidyum bromidle boyanmis %1,5’luk agaroz jele
yiiklenmis ve elektroforez sonrasi BioRad ChemiDoc Mp goériintilleme cihazinda

(BioRad, Almanya) goriintiilenmistir (Sekil 4.25).

1900 - W WY W

1000

LACK+KMP-11
(943+279=1222 bp)

500

300

100

Sekil 4.25. LACK+KMP-11 PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezde goriiniimii. M. 100 bp.’lik
marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) 1-5. 1222 bp. LACK+KMP-11 Pozitif 6rnekler, N. Negatif
kontrol.
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Agaroz jelden saflagtirilmis L. infantum 1222 bp.’lik LACK+KMP-11 PCR {iriinii
PET100 Directional TOPO (Thermo Scientific, ABD) ekspresyon plazmidine
Klonlanmistir. Elde edilen rekombinant plazmid One Shot TOP10 kompetan E. coli
hiicrelerine transforme edilmis ve 37 "C’de bir gece inkiibasyona sonrasi olusan

koloniler tespit edilmistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26. L. infantum LACK+KMP-11 PCR iiriiniiniin One Shot Top10 E. coli kompetan hiicrelerine
transformasyonu sonras iiretilen koloniler
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Transformasyon sonras1 gozlenen kolonilerin rekombinant pET100+LACK+KMP-11
plazmidini igerip icermedigini tespit etmek i¢in PCR tarama yapilmistir. Kati
besiyerinden seg¢ilen 5 koloniden 3 tanesinin rekombinant plazmidi igerdigi PCR tarama
ile gosterilmistir (Sekil 4.27).

1300
1200 —
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LACK+KMP-11
(943+279=1222 bp)

500
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Sekil 4.27. Kolonilerde rekombinant plazmid varliginin PCR tarama ile dogrulanmasi. M. 100 bp.’lik
marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) P. LACK+KMP11 pozitif kontrol 1-5. LACK F1 ve KMP-11
R primerleri ile kurulan PCR 6rnekleri N. Negatif kontrol.
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PCR Screening ile pozitif olarak belirlenen koloniler ampisilin igeren 10 ml LB siv1 besi
yerine ekilerek 37 °‘C ’de bir gece inkiibe edilmistir. Rekombinant
PET100+LACK+KMP-11 plazmidi High Pure Plasmid isolation Kiti (Roche)
kullanilarak izole edilmistir. Minipreple elde edilen rekombinant plazmidin One Shot
BL21 Star (DE3) E. coli hiicrelerine (Invitrogen, ABD) transformasyonu yapilmistir.
Kat1 besiyerinin 37 'C’de bir gece inkiibasyon sonrasi olusan koloniler tespit edilmistir
(Sekil 4.28).

Sekil 4.28. L. infantum KMP-11 PCR {iriiniiniin One Shot BL.21 Star (DE3) E. coli kompetan
hiicrelerine transformasyonu sonrast iiretilen koloniler.
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Transformasyon sonras1 gozlenen kolonilerin rekombinant pET100+LACK+KMP-11
plazmidini igerip icermedigini tespit etmek i¢in PCR tarama yapilmistir. Kati
besiyerinden segilen 9 koloninin tamaminin rekombinant plazmidi i¢erdigi PCR tarama
ile gosterilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Kolonilerde rekombinant plazmid varliginin PCR tarama ile dogrulanmasi: M. 100 bp.’lik
marker (SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) P. LACK+KMP11 pozitif kontrol 1-9. LACK F1 ve KMP-11
R primerleri ile kurulan PCR 6rnekleri N. Negatif kontrol.
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Rekombinant protein ekspresyonu sonucu elde edilen oOrnekler SDS-PAGE’de
yiiriitiilmiistiir. Orneklerden Western blot analizi yapilarak rekombinant protein
ekspresyonu tespit edilmistir. 0.5 mM (Sekil 4.30) ve 1 mM (Sekil 4.31) IPTG
konsantrasyonu ile indiikleme, anti-HiSG-HRP antikoru (Invitrogen, ABD) ile
inkiibasyon ve DAB tablet soliisyonu ile boyama ile elde edilen bantlar BioRad
ChemiDoc Mp cihazinda (BioRad, Almanya) cihazinda goriintillenmistir.

LACK+KMP-11
(36+11=47 kDa)

Sekil 4.30. 0.5 mM IPTG konsantrasyonu ile indiikleme sonucu elde edilen bantlar. M. Protein marker
(SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) 1-2. 2,5 saat sonra alinan drnekler, 3-4. 4 saat sonra alinan ornekler,
5-6. 5,5 saat sonra alinan 6rnekler, 7-8. 7 saat sonra alinan 6rnekler, N. Negatif kontrol.
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950

51k0a

A LACK+KMP-11

(36+11=47 kDa)

Sekil 4.31. 1 mM IPTG konsantrasyonu ile indiikkleme sonucu elde edilen bantlar. M. Protein marker
(SolisBio Dyne FIREPol, Estonya) 1-2. 2,5 saat sonra alinan drnekler, 3-4. 4 saat sonra alinan 6rnekler,
5-6. 5,5 saat sonra alinan 6rnekler, 7-8. 7 saat sonra alinan 6rnekler, N. Negatif kontrol.



5. TARTISMA VE SONUC

Leishmaniasisin farkli formlar1 arasinda en &liimciil olani, retikiiloendotelyal sistemleri
etkileyen VL dir. Diinya ¢apinda genellikle 6liimle sonug¢lanan yillik yaklasik 200.000-
400.000 yeni VL olgusu goriilmektedir (6). VL e Eski Diinya iilkelerinde L. donovani
ve L. infantum tiirleri, Yeni diinya tilkelerinde ise L. chagasi tiirii neden olmaktadir. L.
donovani, Hint alt kitasinda ve Dogu Afrika iilkelerinde 6zellikle Sudan, Etiyopya,
Kenya ve Somali’de VL etkenidir. Bu tiir cogunlukla deniz seviyesine yakin bolgelerde
yaygin olarak goriilmektedir (77). Yaygmn Leishmania tiirlerinden biri olan L. infantum
ise Avrupa, Akdeniz havzasi, Ortadogu ve Asya iilkelerine kadar uzanan bolgede VL’e
neden olmaktadir. HIV ve diger immiin yetmezliklerin giderek artmasi, seyahatler,
savaglar ve laboratuvar tanisindaki problemler leishmaniasisisin yayilmasinda 6nemli

rol oynamaktadir (26).

Tiirkiye’de hemen hemen biitiin bélgelerde VL olgulari bildirilmis olmakla birlikte daha
¢cok Ege ve Akdeniz bolgelerinde goriilmekte ve hastalik etkeni de ¢ogunlukla L.
infantum’dur. Tirkiye'deki VL olgularimin ¢ogu 11 yasindan kiiciik ¢ocuklarda
goriilmiistiir ve klinik Ozellikleri leishmaniasisin  Akdeniz formu ile tutarlilik

gostermektedir (78).

VL tedavisinde yaygin olarak pentavalan antimon bilesiklerinden meglumin antimoniat
ve sodyum stiboglukonat kullanilmaktadir. Pentavalan antimon bilesiklerine kars1 artan
direng en 6nemli problemdir. Bu durum Hindistan Kuzey Bihar’da antimon tedavisinde
basar1 oranint %50’den fazla diistirmistir (34). Pentavalan antimon bilesikleri,
intramuskuler yapilan uygulamalarinda muskuler fibrozis ve abse olusumu gibi yan

etkilere de neden olabilmektedir.

Bes degerli (pentavalan) antimon bilesiklerine direngli olgularda Streptomyces nodosus

aktinomisetlerinden elde edilen, makrolid grubu bir preparat olan Amphotericin B



108

kullanilmaktadir. Amphotericin B ise 6zellikle nefrotoksik 6zelligi sebebiyle fazla tercih
edilememektedir (36). Son yillarda, Ozellikle gelir seviyesi yiiksek iilkelerde VL
tedavisi i¢in Amphotericin B’nin liposomal formu (L-AMB) tercih edilmekle birlikte,
yiikksek maliyeti nedeniyle hastaligin endemik oldugu dar gelirli iilkelerde bu ilacin

kullanim orani diisiiktiir (37).

VL’e kars1 ilk oral-aktif ila¢ olarak gelistirilen Miltefosin ile yapilan caligmalar 3-4
hafta i¢erisinde %95-100’lere ulasan olumlu sonuglar vermistir (38). Miltefosinin tedavi
potansiyelinin yiiksek oldugu diisiiniilmekle birlikte kullannminin uygunlugu ve

miltefosine kars1 olas1 direng ile ilgili endiseler devam etmektedir (34).

Direngli VL olgularinda kullanilan diger bir alternatif ilag olan pentamidinin kullanimi1
da toksisitesi nedeniyle sinirlandirilmigtir (38, 39). Kuzey Bihar’da direngli olgularda
paramomisin (aminosidin) etkili bir sekilde kullanilmasina ragmen Sudan, Kenya ve
Etiyopya’da paramomisin, sodium stibogluconate ve bu ikisini birlikte i¢eren ilaglar

tedavide etkisiz kalmigtir (40).

VL ve KL tedavisinde kullanilan pentavalan antimon bilesiklerinin ve diger tedavi edici
ajanlarin toksisite ve yan etkilerinin ¢oklugu, L-AMB benzeri tedavi edici ajanlarin
yiikksek maliyeti, bu ajanlara karsi direng gelisimi gibi faktorler alternatif tedavi
yontemlerinin ve as1 gelistirilmesinin gerekliligini arttirmaktadir. Leishmaniasise karsi

etkin bir as1 heniiz gelistirilememistir.

Leishmaniasise kars1 gelistirilen aday asilar; birinci, ikinci ve tigiincii nesil asilar olarak
lic ana gruba ayrilmaktadir. Birinci nesil asilarda parazitin 6ldiiriilmiis formunun veya
zayiflatilmig formunun verilmesi metodu kullanilmaktadir. Yontemin standardize
edilememesi, kullanilan susun virulansindaki degisiklikler, zaman zaman inokiile edilen
bolgede olusan inatg1t ve devam eden lezyonlar birinci nesil agilarin  yaygimn

kullanimlarin1 engellemektedir (54).

Ikinci nesil olarak tanimlanan asilar igerisinde; saflastirilmis parazit antijenlerini ve
rekombinant proteinleri igeren protein asilarinin yaninda, canli parazitlerden belli bir
genin uzaklastirilmasi (knock-out) veya eklenmesi (knock in) yolu ile elde edilen asilar

yer almaktadir.
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Biyoteknolojik yontemlerin gelismesiyle, liglincii nesil agilar olarak tanimlanan DNA ve
multi-antijenik DNA as1 ¢alismalar1 6n plana ¢ikmaktadir. DNA asilar1, daha dayanikli
olmalari, tiretim maliyetinin daha diisiik olmasi, tasinmasinda soguk zincire ihtiyag
duyulmamasi1 ve farkli antijenik genlerin bir araya getirebilmesi gibi 6zellikler
sayesinde rekombinant protein asilarina gore daha kullanighdirlar. Leishmaiasise karsi
as1 aday1 olarak kullanilan antijenlere ait DNA dizileri genellikle DNA as1 aday1 olarak

da kullanilmaktadir.

Leishmaniasise karst DNA asis1 gelistirilmesi ¢alismalarinda, parazite ait immunitesi
yiksek olan asi adayr genler, oncelikle tekli olarak plazmidlere yerlestirilmis ve
koruyucu etkinlikleri arastirilmistir. Son yillarda yapilan g¢aligmalarda, tek baglarina
immunitesi yeterli olmayan bu genlerin ayn1 plazmide sirali olarak yerlestirilmesi ile
elde edilen multi-antijenik asilar 6ne ¢ikmaktadir. Bu asilar multi-subnunit agilar olarak

da adlandirilmaktadir. Bu asilarda faz ¢alismalar1 halen devam etmektedir (58, 59).

Leishmaniasise kars1 multi-antijenik DNA ve protein as1 adaylarinin kullanildigi hayvan
deneylerinde umut verici sonuglar elde edilmektedir. Bu nedenle giiniimiizdeki as1

calismalar1 daha ¢ok multi-antijenik as1 adaylarina yonelmistir.

Leish-111f-MPL-SE olarak adlandirilan multi-antijenik DNA as1 adayi, insan klinik
deneylerinde leishmaniasis i¢in ilk tanimlanan asidir. Infectious Disease Research
Institute (IDRI) tarafindan gelistirilmistir ve Sudan’da faz-II klinik ¢aligmalar1 devam
etmektedir. Leish-111f, parazitin hayat dongiisiinde nispeten korunmus olan tiol-
spesifik antioksidan (TSA), L. major stres indiiklenebilir protein 1 (LmSTI1) ve
Leishmania uzama baslatma faktorii (LelF) proteinlerinden olusan, ii¢ bilesenli bir
flizyon proteinidir (60). Bu proteinlerin daha 6nce kutan6z veya mukozal leishmaniasise
kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Leish-111f, adjuvan olarak Monofosforil lipid A
(MPL-SE) ile kombine edilerek L. infantum’un neden oldugu VL’e karsi koruyucu
etkinligi arastirilmistir. Leish-111f-MPL-SE kombinasyonu kullanilarak farelerde ve
hamsterlarda yapilan 6n calismalarda CD4" T hiicrelerinden gamma interferon,
interlokin 2 (IL-2) ve tiimor nekroz faktor sitokinlerin salgisinin arttigi, Thl-tip giiglii
immiin yanit olustugu ve VL’e kars1 onemli 6l¢iide koruma sagladig: tespit edilmistir.
Yine ayni ¢alismada, L. infantum enfeksiyonuna karsi1 parazit yiikiinde %99,6 azalma

rapor edilmistir. Bu rakam, VL hayvan modellerinde denenen as1 adaylar1 arasinda
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bildirilen en yiiksek oran olmustur. Leish-111f-MPL-SE ig¢in saglikli insan deneklerde

faz I-1I giivenlik ve immiinojenite testleri tamamlanmustir (79).

Bu ¢alismada L. infantum aktive edilmis protein kinaz C reseptorii (LACK) geni ve
kinetoplastid membran proteini-11 (KMP-11) genleri ve proteinleri hedef olarak
secilmistir. Her iki gen de tgiincii nesil asilar olarak kabul edilen imit verici DNA as1

adaylar1 arasinda yer almaktadir.

Leishmaniasis as1 adaylarinda hedef antijenlerden biri olan LACK antijeni 6karyotlarla
smirli, WD-40 protein ailesinde yer alan, 36 kDa molekiiler agirlikta ve ¢ok sayida
diizenleyici fonksiyona sahip olan bir proteindir (61). LACK antijeni Leishmania
tirlerinde hem promastigot hem de amastigot dénemde korunmus bir yapidir. LACK
antijenine ait DNA’nin leishmaniasise karsi immiinojenitesi dogrulanmigtir (65-67).
Yapilan ¢alismalar, L. infantum LACK geni tasiyan rekombinant plazmidin ve
rekombinant vaccinia viriisiiniin (rVV) BALB/c farelere uygulanmasi ile KL’e karsi

bagisiklik saglandigini gostermistir (63, 64).

Bu ¢alismada, L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) LACK genine ait DNA dizisi elde
edilmistir. 939 bp. uzunluga sahip KT184317 GenBank numarali LACK gen sekanst,
mevcut homolog izolatlara ait ilgili gen bolgesi sekanslariyla ¢oklu hizalamalar
yapilarak, interspesifik ve intraspesifik niikleotid farkliliklar1 agisindan incelenmistir.
Bu inceleme sonucunda; L. infantum JPCM5 (XM_001470282) ve L. infantum PB75
(U49695) susu ile %100 identik oldugu tespit edilmistir. GenBank’ta LACK genine ait
diger sekanslarla karsilagtirildiginda; Cin Halk Cumhuriyeti’nden izole edilen L.
donovani (ABO075696) susu ile %99.90, Brezilya’dan izole edilen L. chagasi
(EU016105) susu ile %99.90, Iran’dan izole edilen L. tropica (JX305924) susu ile
%98.90, Iran’dan izole edilen L. major (JX305924) susu ile %98.70, Guetamala’dan
izole edilen L. mexicana (XM_003877070) susu ile %98.20, Brezilya’dan izole edilen
L. amazonensis (AF363977) susu ile %98.20, Brezilya’dan izole edilen L. braziliensis
(AF363978) susu ile %98.10, Panama’dan izole edilen L. panamensis
(XM_010702327) susu ile %96.70 oraninda identik olduklar: tespit edilmistir. Yine bu
calismada elde edilen L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) LACK sekansinin; Cin
Halk Cumhururiyeti’nden izole edilen Leptomonas pyrrhocoris (XM_015798033) susu
ile %88,60 ve Ispanya’dan izole edilen Crithidia fasciculata (AF063022) susu ile



111

%87,70 oraninda identik olmasi LACK geninin diger Kinetoplastida iiyelerinde de

mevcut oldugunu gostermektedir.

BA filogenetik analizlerinde L. infantum LACK sekansinin (KT184317) L. infantum
JPCM5 (XM_001470282), L. infantum PB75 (U49695) ve Brezilya’dan izole edilen L.
chagasi (EU016105) susu ile ayni filogenetik dalda yer aldigi tespit edilmistir.
Leishmania izolatlariin LACK gen bolgesi sekans ve filogenetik analizleri, bu gen
bolgesinde farkli oranda intra ve interspesifik niikleotid farkliliklarini ortaya koymustur.
Intraspesifik ve interspesifik niikleotid farkliliklar arasinda gdzlenen cakismalar
filogenetik bazda bu gen bolgesinin tiir ayrimi ve barkodlama i¢in uygun olmadigini

ortaya koymustur.

Bu ¢alismada, L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) LACK genine ait DNA dizi analiz
sonuglariin translasyonu ile LACK proteinine ait toplam 313 aminoasitlik dizi elde
edilmis ve aminoasit sekans analizlerinde ilgili genin kodladig1 proteinin Leishmania
tirleri arasinda yiiksek oranda korunmus oldugunu ortaya g¢ikarmustir. L. infantum
(MHOM/TR/2009/EP174) LACK proteini, antijenite agisindan incelenmistir. Antijenik
puani 1.061 ile 1.220 arasinda, aminoasit uzunluklari ise 7 ile 20 arasinda degisen 13
antijenik bolge tespit edilmis bunlarin § tanesinde aminosit uzunlugunun 15 ve tlizerinde
oldugu goriilmiistiir. Ayrica LACK proteininin 3 boyutlu yapist elde edilmis ve
korunmus bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Bu 6zelikleri ile LACK geni ve LACK
antijeninin ikinci ve Ugiincli nesil a1 adaylari arasinda onemli bir yerde rol aldig:

konfirme edilmistir.

Bu c¢alismada hedef alinan diger molekiil olan Kinetoplastid Membran Proteini-11
(KMP-11) de yine LACK gibi parazitin tiim hayat donemlerinde eksprese edilmektedir.
Kinetoplastida sinifinin tiim iiyelerinde yiiksek diizeyde korunmus bir molekiil olan
KMP-11, parazitin zar yapilari ile siki sekilde baglantihidir (69-71). KMP-11 antijeni,
11 kDa molekiiler agirlikta olup 276 bp.’lik DNA dizisi tarafindan kodlanmakta ve 92
aminoasit icermektedir. KMP-11 geni ve antijeni leishmaniasise karst Thl ve Th2
immun yanit olusturmasi nedeniyle DNA ve protein asis1 ¢alismalarinda umut verici

adaylar arasinda yer almaktadir (58, 72).
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Bu galismada, L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) KMP-11 genine ait DNA dizisi
elde edilmistir. 276 bp. biyiiklikteki, KU379565 GenBank numarali L. infantum
(MHOM/TR/2009/EP174) KMP-11 gen sekansi, mevcut homolog izolatlara ait ilgili
gen bolgesi sekanslartyla ¢oklu hizalamalar1 yapilarak interspesifik ve intraspesifik
niikleotid farkliliklar1 incelenmistir. Bu inceleme sonucunda; en fazla benzerlik %99,60
oraninda L. infantum JPCMS5 (XM_001468994) susu, %99,30 oraninda L. infantum
JPCMS5 (XM _001468995) susu ve %99,30 oraninda L. donovani BPK282Al
(XM_003864758) susu arasinda oldugu tespit edilmistir. KMP-11 genine ait diger
sekanslar incelendiginde; Ispanya’dan izole edilen L. tropica (AJ000078) susu ile
%98,20, Tunus’dan izole edilen L. major (AY490814) susu ile %98,20, Guatemala’dan
izole edilen L. mexicana (XM_003879168) susu ile %98,10, Brezilya’dan izole edilen
L. amazonensis (AF193432) susu ile %98,10, Panama’dan izole edilen L. panamensis
(U93582) susu ile %96,40, Brezilya’dan izole edilen L. guyanensis (AF026144) susu ile
%96,10 oraninda identik olduklar1 tespit edilmistir. Bu durum, LACK genine benzer
olarak KMP-11 geninin de farkli Leishmania tiirlerinde korunmus bir yap1 oldugunu
gostermektedir. Yine c¢alismada elde edilen L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174)
LACK sekansinin; Cek Cumbhururiyeti’nden izole edilen Leptomonas pyrrhocoris
(XM_015796612) susu ile %90,30, Gambiya’dan izole edilen Trypanosoma grayi
(XM_009318228) susu ile %83,90 ve Kolombiya’dan izole edilen Crithidia sp.
(DQ194340) susu ile %82,60 oraninda benzer olmasi KMP-11 geninin diger

Kinetoplastida iiyelerinde de mevcut oldugunu gdstermektedir.

Bu ¢alismada, L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) KMP-11 genine ait DNA dizi
analiz sonuglarinin translasyonu ile KMP-11 proteinine ait toplam 62 aminoasitlik dizi
elde edilmistir. L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) KMP-11 proteininin antijenik
yapist incelendiginde, antijenik puani1 1.064 ile 0.995 arasinda, aminoasit uzunluklari ise
6 ile 21 arasinda degisen 3 antijenik bolge tespit edilmistir. Ozellikle 68. ve 88.
aminoasitler arasinda yer alan 21 aminoasitlik antijenik bolge 6n plana ¢ikmaktadir.
Nispeten kiigiik bir polipeptit olan KMP-11 proteininde bu antijenik bdlgelerin
bulunmasi, bu proteinin leishmaniasise karsi denenmekte olan as1 adaylarinda hedef
molekiil olarak tercih edilmesinde 6nemlidir. Ayrica KMP-11 proteininin 3 boyutlu

yapist elde edilmis ve korunmus bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Bu 6zelikleri ile
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KMP-11 geni ve KMP-11 antijeni, leishmaniasise karsi ikinci ve tgilincii nesil as1

adaylar1 arasinda yer almaktadir.

Leishmaniasise karsi immiinolojik cevap daha c¢ok hiicresel bagisikliga endeksli olup
koruyucu bagisiklik da hiicresel bagisiklikla ilgilidir. Enfeksiyonun sonucu, konagin
yardimer T hiicreleri (Th-1 veya Th-2) yanitina baghidir. VL’te, Th-1 hiicrelerinin
fonksiyonunu kaybetmis olmasi ile birlikte Th-2 aktivitesi de artmamaktadir. Diger
yandan parazit, makrofaj yiizeyindeki yardimci uyarict molekiilleri inhibe etmektedir.
Enfekte inbred BALB/C farelerin enfeksiyonu sirasinda I-A major histocompatibilite
kompleksi siif-11 (MHC II) molekiilleri eksprese edilmekte, immiinodominant LACK
antijenin ekspresyonu IL-4 salgilanmasini tetiklemekte, hastaligi tanimlayan T hiicreleri
de VPB4/Va8 T-hiicresi reseptoriinii eksprese etmektedir. LACK-reaktif T hiicrelerinin
tilkenmesi erken IL-4 yanitin1 azaltmaktadir. Bu durum, koruyucu bir Th-1 fenotipi

gelistirilmesine imkan saglamaktadir (80, 81).

Farelerde L. major enfeksiyonu iizerinde yapilan g¢alismalarda, rekombinant LACK
antijeni ile birlikte adjuvan olarak 1L-12’nin asilamada kullanilmas1 ile CD4" T hiicre
indiikleyici koruma saglanmasina (62, 68, 82), IFN-y seviyesinde de bir artis
gozlenmesine (62, 68) karsilik IL-4 salgilayan lenf diigiimii hiicrelerinin sayisinda
azalma tespit edilmistir (62). Bu sonuglar, LACK antijenine kars1 biiyiik ilgi
duyulmasini ve LACK’m leishmaniasis i¢in potansiyel as1 adaylari arasinda One
¢ikmasini saglamistir. Ancak LACK ile asilama, L. amazonensis ve L. donovani’ye
kars1 fareleri korumada basarisiz olmus ve IFN-y seviyesinde azalma ile birlikte anti-
LACK ve parazite 6zgii antijenlerde artis gozlenmistir (62, 83, 84). KL hastalarinda,
LACK antijenine yanit olarak artan IFN-y ve IL-10 iiretimi gozlenmistir (85). Bagska bir
calismada daha once LACK antijenine maruz kalmayan bireylerin periferal kan
mononiikleer hiicrelerinin bu antijenle uyarilmasi sonucunda CD8" T hiicrelerinin ve
natural killer (NK) hiicrelerinin arttigt gézlenmistir (86, 87). Ayrica KL ve MKL
hastalarinin  ¢oziinebilir Leishmania antijeni (SLA) ile uyarilmis periferal kan
mononiikleer hiicrelerine LACK antijeninin eklenmesi sonucu artan IL-10 {iretimi ile

birlikte IFN-y tiretiminde baskilanma gozlenmistir (88).

Ispanya'da 1998 yilinda yapilan bir ¢alismada, rekombinant KMP-11 proteini

kullanilarak immunoblot analizi yapilmistir. KL, MKL ve VL' 1i hasta serumlarinin
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kullanildig1 ¢alismada sirast ile %80, %77 ve %100 oranlarinda rKMP-11 proteini ile
reaksiyon veren antikorlarin tespit edildigi bildirilmistir. Leishmania ile enfekte
asemptomatik bireylerin serumlarinda ise western blot ile %86 oraninda pozitiflik
belirlenmistir. Bu kisilerin serumlarinda immunoblot analizi ile rKMP-11 kars1 olusmus
olan IgG antikorlarmin varligr tespit edilmistir. Bu calisma sonunda leishmaniasis
tanisinda KMP-11 antijeninin serolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri
stirilmustir (89). H3, H2A ve KMP-11 antijenlerin birlikte kullanildig1 bir ¢alismada
immun yamt degerlendirilmis ve KMP-11 antijeni ile uyarilan leishmaniasis’li
hastalarda IL-10 seviyesinde artis gozlenmistir. KL, VL ve asemptomatik L. chagasi ile
enfekte bireylerin serumlarinda KMP-11 antikorlar: tespit edilmis ve boylece KMP-11
antijeninin, leishmaniasis’in farkli klinik formlu hasta serumlarinda tanindigi
gosterilmistir. Ayrica IL-10 tiretimindeki artts KMP-11’in Th1 immun yanitinda énemli
bir antijen aday1 oldugunu kanitlamistir (90). Leishmaniasisin farkli klinik formlarinda
yapilan calismalarda, KMP-11 antijen yapisinin ortak oldugu ve ileride biitiin klinik
formlar icin etkin bir as1 adayr olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Baska bir
calismada, endotoksinlerinden arindirilmis KMP-11 DNA’s1 ile asilanan hamsterler,
enfeksiyondan sonra sekiz ay daha yasamlarmi siirdirebilmiglerdir (91). L.
donovani’nin antimon bilesiklerine karsi duyarli ve direngli iki susunun kullanildigi bu
caligma sonucunda, deney hayvanlarinda Thl ve Th2 immun yanitinin olustugu tespit
edilmigir. Diger bir ¢alismada, deneysel olarak parazitle enfekte edilen kopeklerde L.
infantum heat-shock protein-70 (HSP-70), paraflagellar ¢ubuk proteini-2 (PFR)-2 ve
KMP-11 rekombinant proteini kullanilmistir. Bu rekombinant proteinlerin IFN-y artigini
indiikledikleri ve kopeklerin serumlarinda bu ii¢ proteine karsi antikor yaniti oldugu
tespit edilmistir (92). Hamsterlarda yapilan c¢alismada ise L. chagasi enfeksiyonuna
karsi, KMP-11 ve kum sineklerinin tiikiiriik proteini olan LJM19'u kodlayan DNA’lar
kombine edilerek kullanilmistir. Asilama sonrasinda IFN-y iiretiminde artis saptanmistir
(93). Hindistan'da yapilan bir c¢aligmada, VL'ye karsi prime-boost as1 teknigi
kullanilmistir. Prime-boost as1 tekniginde, KMP-11 DNA asis1 ve KMP-11 antijenini
eksprese eden rekombinant as1 virlisii (rVV) ile asilama yapilmistir. Ast etkinligi
hamster ve fareler {izerinde arastirilmis ve koruma saglandigi tespit edilmistir. Bu as1
stratejisi ile giiglii sitotoksik yanit ve KMP-11 antijene 6zgii T hiicre proliferasyonu

tespit edilmistir. Bu c¢alisma sonrasi arastiricilar, KMP-11 antijeni ve prime-boost as1
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stratejisi ile enfeksiyona karsi etkin bir as1 adayir olusturulabilecegini bildirmislerdir

(94).

Leishmaniasise karst LACK ve KMP-11 gen bélgelerini ayr1 ayr1 baz alan DNA asis1
caligmalar1 bulunmaktadir (12, 13). Bu c¢alismada, LACK ve KMP-11 genleri
memelilerde protein ekspresyonu ve DNA asist olarak kullanima uygun olan
pcDNA™3 1/V5 (Invitrogen, ABD) plazmidine klonlanarak pcDNA3.1+LACK+KMP-
11 multi-antijenik DNA as1 aday1 olan rekombinant plazmid elde edilmistir. Iki genin
ayni plazmidde yer almasi, as1 etkinliginin O6nemli Ol¢iide artirilmasinin yaninda

maliyetin diisiiriilmesi ve iiretim kolaylig1 agisindan da 6nem arz etmektedir.

LACK ve KMP-11 genleri prokaryotlarda protein ekspresyon vektorii olarak kullanilan
pET100 (Invitrogen, 45-0170) plazmidine sub-klonlanmis pET100+LACK+KMP-11
rekombinant plazmidi elde edilmistir. Rekombinant plazmidin One Shot BL21 Star
(DE3) E. coli kompetan hiicrelerine (Invitrogen, ABD) transformasyonu
gerceklestirilmistir. Kompetan hiicrelerin 0.5 mM ve 1 mM Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) ile indiikklenmesi sonrasi LACK+KMP-11 flizyon
proteininin eksprese edildigi SDS-PAGE ve western-blot ile dogrulanmistir. Calisma
sonucunda leishmaniasis i¢in protein as1 adayr LACK+KMP-11 flizyon proteini elde
edilmistir. Elde edilen fiizyon proteini ile LACK ve KMP-11 proteinlerinin antijenik
ozellikleri birlestirilmistir. LACK+KMP-11 flizyon proteini tabanli protein asisinin asi

etkinligini artiracagi diigtiniilmektedir.

Asida temel amag, uzun siireli ve koruyucu bir immiin yanitin elde edilmesidir. DNA ve
rekombinant protein agilama sonrasinda istenen 6l¢lide sonug¢ alinamamasi, yeni asilama
tekniklerinin gelistirilmesine yol agmistir. Bu konuda en iimit verici sonuglardan biri
“prime-boost” olarak tanimlanan yaklasimdan elde edilmistir (95). Bu yaklagimin
temelini, farkli antijenlerin, farkli yol veya farkli bolgelere uygulanmasiyla daha giiglii
bir immun yanit elde edilmesi olusturmaktadir (96). DNA asisin1 uygulamayi takiben
protein asisinin uygulanmasi ve intramuskiiler uygulama sonrasi intraperitoneal
immiinizasyon bu yonteme bir 6rnektir. Prime-boost yaklasim, yiiksek seviyede bellek
T hiicrelerini olusturmast nedeniyle son yillardaki asi ¢alismalarinda yaygin olarak
tercih edilmektedir (96). Bazi ¢alismalarda DNA immunizasyonunu takiben antikor

tiretimini arttirmak i¢in prime-boost yaklasimi kullanilmis ve hem humoral hem de
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hiicresel cevabin etkin sekilde arttirildigi rapor edilmistir (97, 98). DNA prime protein
boost yaklasiminin, tek basina DNA veya rekombinant protein asi uygulamasiyla
karsilastirildiginda daha yiiksek bir immun koruma sagladigi tespit edilmistir (99, 100).
Bu nedenle ¢alismada elde edilen pcDNA3.1+LACK+KMP-11 multi-antijenik DNA as1
adayt ve LACK+KMP-11 fiizyon proteini ileriki c¢aligmalarda prime boost

(DNA/Protein) yaklasimla kullanilmas1 miimkiin olabilecektir.

Tiirkiye’de bu ¢alismadan elde edilen L. infantum LACK (KT184317) ve L. infantum
KMP-11 (KU379565) izolati ile yapilacak asilarin benzerligi dolayisiyla diger iilkelerde
de kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ¢alismada elde edilen L. infantum LACK
(KT184317) ve L. infantum KMP-11 (KU379565) niikleotid sekanslarinin, L. tropica,
L. major, L. braziliensis, L. donovani, L. panamensis, L. chagasi ve L. mexicana gibi
farkli Leishmania tiirleri ile degisen oranlarda amino asit sekanslarinin ise yiiksek
oranda benzer olduklar1 tespit edilmistir. Bu agidan ¢alisma ile elde edilen DNA ve
protein asi adaylari, diger Leishmania tiirlerinin sebep oldugu farkli leishmaniasis
formlarima yonelik as1 calismalarinda da kullanilabilirligi lizerine bilimsel veriler

saglanmistir.

Sonug olarak bu calisma ile antijenik 6zelligi yiiksek olan L. infantum LACK ve KMP-
11 genlerinin molekiiler karakterizasyonlar1 yapilmis, literatiirde ilk kez olmak tizere bu
iki gen bolgesi birlestirilerek flizyon protein ekspresyonu gercgeklestirilmistir.
Leishmaniasis, aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu 98 iilkede, yaklagik 350 milyon
insan1 tehdit etmektedir. Tiirkiye’den rapor edilen yillik leiasmaniasis olgu sayis1 Suriye
i¢ savasi sonrasinda gerceklesen go¢ nedeniyle 6nemli Olgiide artmistir. Bu durum
ozellikle KL'in Tirkiye’deki epidemiyolojisini etkilemektedir ve yakin gelecekte
leishmaniasisin  Tiirkiye igin ciddi bir saglik sorunu haline gelebilecegini
gostermektedir. Leishmania tiirlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi, epidemiyolojisinin
kompleks olmasi, zoonotik ve antroponotik dongiilere sahip olmasi gibi nedenler
leishmaniasisis’le miicadeleyi zorlastirmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay:
leishmaniasise karsi as1 gelistirme calismalar1 giinlimiizde oldukc¢a 6nem kazanmustir.
Bu tez c¢alismasi, ilgili alanda model bir arastirma niteliginde olup ¢alisma ile
karakterize ve izole edilen DNA ve rekombinant fiizyon proteini, as1 gelistirilmesi i¢in

onemli olan bir basamagi tamamlamis ve ileriki deneysel agilama ve takiben faz
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caligmalart icin gerekli altyapiyr olusturmustur. Caligma ile elde edilen
pcDNA3.1+LACK+KMP-11 multi-antijenik plazmidinin ve LACK+KMP-11 fiizyon
proteininin, uygun adjuvanlarla kombine edilerek leishmaniasis’e kars1 as1 gelistirme
caligmalarinda prime-boost yaklagimla kullanilmasi tizerine ileri ¢aligsmalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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