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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Plasmodium vivax’ in LDH AKTIiF BOLGE HALKASININ AMiNO TERMIiNAL
UCUNUN ANALIiZi

Biinyamin ATMIS

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

2007, Sayfa : 41

Bu c¢alismada Plasmodium vivax LDH’1inin aktif bolge halkasi amino terminal ucu
amino asitlerinin yonlendirilmis mutagenez ile, Toxoplasma gondii 1 ve 11, Eimeria acervulina,
Eimeria tenella ve Theileria parva LDH’larina benzetilmesi amaciyla enzimin aktif bolge
halkas1 amino terminal ucunda amino asit degisiklikleri yapilmistir. Yapilan mutagenezler
sonucunda, genel olarak PvLDH enzim aktivitesinde yabanil tip proteine gore bir diisiis
gerceklesmis olmasina karsin, enzim substrati ile olan baglantisin1 tamamen kaybetmemis ve
dolayisiyla enzim aktivitesi korunmustur. S6zkonusu bdlgeye miidahale sonucunda enzim
aktivitesinin diismesi ilgili bolgenin hassasiyetini gdstermekte ve bu bdlgenin ila¢ tasarim
calismalar1 icin gerek Plasmodium gerek diger Apicomplexan’lar igin ideal bir hedef olarak

kullanilabilecegi fikrini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler : Sitma, laktat dehidrogenaz, yonlendirilmis mutagenez, Plasmodium

vivax, Apicomplexan.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

ANALYSIS OF AMINO TERMINAL END OF ACTIVE SITE LOOP OF LDH FROM
PLASMODIUM VIVAX
Bunyamin ATMIS

Firat University
Graduate School of Natural and Appleid Sciences
Department of Biology

2007, Page : 41

In this study, amino acid exchanges were made in the amino terminal end of active site
loop of Plasmodium vivax LDH by mimicking Toxoplasma gondii 1 ve 11, Eimeria acervulina,
Eimeria tenella ve Theileria parva LDH’s using the site directed mutagenesis method. Despite
enzymatic activity was decreased compared to the production of the wild type protein, some of
enzymatic activity was present meaning that enzyme was still in contact with its substrate.
Decrease in the enzymatic activity indicates that this region is sensitive to changes and this
supports the idea that this site could be evaluated as an ideal target for the drug design studies

for both Plasmodium and some other Apicomplexans.

Keywords: Malaria, lactate dehydrogenase, Site-directed mutagenesis, Plasmodium vivax,

Apicomplexan.
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1. GIRIS

1.1.S1tma

Sitma, infekte disi anofel sivrisineklerinin kan emerken tasidiklar1 sporozoitleri
konukg¢u canliya transfer etmesi ile bulasan bir infeksiyon hastaligidir. Hastaliga Apicomplexan
subesine ait tek hiicreli ve zorunlu hiicre i¢i paraziti olan Plasmodium genusu iiyeleri sebep

olmaktadir [1].

Hastalik etkeni olan Plasmodium'lar hayat dongiilerinin bir bdliimiinii anofel cinsi disi
sivrisineklerde, diger boliimiinii insanda tamamlamaktadir. Insanda sitma etkeni olan
Plasmodium tirleri: Plasmodium vivax (P. vivax), Plasmodium falciparum (P. falciparum),
Plasmodium ovale (P. ovale) ve Plasmodium malariae (P. malariae)’dir [1]. P. falciparum ve
P. vivax diinyadaki en yaygin tiirlerdir. P. vivax daha iyi seyirli ve nadir olarak yasami tehdit
eder. Bu nedenle de P. vivax’ m yapmis oldugu sitma bening sitma olarak da adlandirilir.
Tiirkiye’de yerli olarak goriilen tiir P. vivax’dir. P. falciparum, en siddetli hastaligin sebebidir
ve hemen hemen biitiin 6liimlerden sorumludur. Bundan dolay1 malign sitma olarak bilinir [2].
P. ovale yalnizca Bat1 Afrika’da goriiliir ve bu tiir ile infekte kisilerde hastalik hafif seyreder. P.
malariae’nin olgusuna pek rastlanilmamaktadir ve bu tiir ile infekte kisilerde ates nobetleri
goriilmekle beraber yasami tehdit etmez [3, 4]. Bunun nedeni parazitin anofellerdeki evrimini
uzun silirede gergeklestirmesi nedeni ile sporogoni tamamlanamadan anofellerin yasamlarini

yitirmeleridir [5].

Sitmayla miicadele yiiz yillardan beri devam etmesine ragmen sitma diinyanin tropikal
ve subtropikal iilkelerinde halk sagligin1 ve buna bagl olarak ekonominin gelismesini tehdit
eden dnemli ve gittikge biiyiiyen faktdér olmaya devam etmektedir [6]. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) verilerine gore sitma, AIDS ve tiiberkiiloz ile birlikte diinyanin en 6nemli infeksiyon
hastaliklarindan biridir. Her y1l bir milyondan fazla insan 6lmekte ve 107 {ilkede yasayan 3,2
milyar insan risk altinda bulunmaktadir. Bes yasindan kiiciik ¢oguklarin 6liim oraninin en

yiiksek oldugu Asagi Sahara Afrika’da biitiin 6liimlerin %90 sitmadan dolayidir [7, 8].

Antimalarial ilaglara ve insektisidlere karsi olan direng, halk sagligi alt yapisinin
bozulmasi, populasyon hareketleri, politik kargasalar ve ¢evresel degisimler sitmanin
yayilmasina katkida bulunmaktadir. Yapilan son ¢aligmalar yeni kontrol metodlar1 gelistirilip

uygulanmadigi takdirde sitma vakalarinin éniimiizdeki 20 yil iginde iki katina ¢ikabilecegini



gostermektedir [9, 29]. Sitmanin tiim diinyada kontrol digina ¢ikmasinin iki temel nedeni
vardir. Bunlardan ilki; sitma parazitlerinin tek konagi olan anofel cinsi sivrisineklerin bilinen
insektisidlere kars1 diren¢ kazanmasi, ikincisi ise giiniimiizde bazi sitma parazitlerinin mevcut
antimalarial ilaglara karst direng kazanmis olmasidir. Bu durum yeni antimalarial ilaglarin
gelistirilmesini gerekli kilmistir. Parazitlerin metabolik yollarinda kullandiklar1 enzimler yapiya
dayandirilmig ilag tasarim g¢aligmalarmin ilk hedeflerinden birisidir. Plasmodium’un glikolitik
enzimleri hem yeni antimalarial ilaglar i¢in hedef molekiiller hem de hastaligin teshisinde

kandaki parazit diizeyini gdsteren birer indikator olarak tanimlanmigtir [10, 11, 12].

Bu bilgiler 15181nda plazmodial laktat dehidrogenaz (pLDH) yeni antimalarial ilaglarin
gelistirilmesi i¢in hedef enzim olarak secilmistir [13, 14, 15, 16]. Apicomplexan subesine ait
olan Plasmodium’larm laktat dehidrogenazlarmin amino asit dizisi diger amino asit dizisi
bilinen Apicomplexan’larin laktat dehidrogenaz ile karsilagtirildigi zaman bazi énemli amino
asitlerin sadece Plasmodial LDH’a 6zgii oldugu bazi 6nemli amino asitlerin ise Apicoplexan’lar
arasinda korundugu goézlemlenmistir [17]. Yapisal olarak 6nemli olan bu amino asitlerin
rollerini daha iyi anlayabilmek ve yeni bir antimalarial tasarim ¢alismasinda kullanabilmek i¢in
yonlendirilmis mutagenez ¢alismalarinin yapilmasi amaglanmistir. Bu yiiksek lisans tez
calismasinda da diinyada ve Tiirkiye’de en yaygin Plasmodium tiri olan Plasmodium vivax
laktat dehidrogenaz enziminin aktif bélgesindeki amino termal u¢ bélgesinde (100g, 1011, 102,
1035, 105p, 106G, 107, 108s) yonlendirilmis mutagenez calismalar1 yaparak enzimi diger
Apicomplexan LDH’larina (Toxoplasma gondii LDH1 ve LDH2, Eimeria tenella, Eimeria
acervulina, Theileria parva ) benzetip bu degisikliklerin enzim iizerindeki etkinligi ve meydana

getirdigi degisimleri aragtirmak amacglanmigtir.

1.2 Sitmanin Tedavisinde Kullamlan ilaclar

Saglik hizmetlerinin yetersiz oldugu gelismekte olan iilkelerde sitma tedavisinde
kullanilacak ideal bir ilag tek dozda etkili olmali, ayrica parazitin tim evrelerine etki
gostermelidir [4]. Heniiz boyle bir ilag gelistirilememis olup [4] gliniimiizde kullanilan ilaglarin
biiyiik bir kismi sitma parazitlerinin farkli yasam evrelerini hedeflemektedir [18].

Mevcut ilaglarin etki ve direng mekanizmalarinin anlasilmasi onlarin  dogru
kullanilmasina ve orjinal hedeflerle yeni tedavi edici ilaglarin bulunmasina imkan saglamaktadir
[19]. Giinlimiizde antimalarial ilaglar koruma (profilaktik), sagaltma (terapotik) ve bulagmay1

engelleme amaglari ile kullanilmaktadir (20).



Sitmanin tedavisinde kullanilan bazi antimalarial ilaglar ve etki mekanizmalar1 asagida

verilmistir:

1.2.1. Kinolin Iceren Tlaclar :

Kinolin igeren bilesikler yaygin olarak kullanilan antimalarial ilaglar olup parazitin
eritrosit agamasina etki eden kan sizontositleridirler [19]. Bu ilaglarin hemoglobinin yikimi
esnasinda olusan serbest hem bilesiginin sitma pigmenti olan hemozoin’e doniigiimiinii
engelledigi belirtilmistir [21, 22]. Hemoglobinin yikimi esnasinda hem bilesigi serbest kalmakta
ve oksidatif bir mekanizma ile hemozoin olarak adlandirilan hiicre i¢i sivida ¢6ziinmeyen toksik
kristallere donlismektedir [23]. Dolayisiyla bu ilaglar “hem” polimerizasyonu, oksitlenme,

glutatyon bagimli hem yikimi gibi reaksiyonlari inhibe etmektedir [24].

1.2.2. Siilfonlar ve Siilfonamidler :

Bu ilaclar yalnizca mikroorganizmalarda bulunan dihidropterat sentetaz enzimi igin

yarigirlar, sitmada etkensel profilaksi ve sagaltim i¢in kullanilirlar [4].

1.2.3. Artemisininler :

Artemisia annua bitkisinde Qinghaosu (Artemisinin) adi verilen ve yapisi bilinen sitma
ilaglarina benzemeyen bir aktif madde izole edilmis, bu madde saflastirilip kristalize edilerek
sitmaya kars1 etkinligi gosterilmistir [4]. Artemisinin ve tiirevleri (dihidroartemisinin, artesunat,
artemether, arteether) kan sizontosidi olup aseksiiel intraeritrositik sizogoni evresinde ve ayni
zamanda sivrisinekte seksiiel asamadaki gen¢ gametositler tizerinde etkilidir [19]. Artemisinin
ve tiirevleri nanomolar konsantrasyonda sitma parazitleri i¢in etkili olmakla beraber mikromolar

konsantrasyonda memeli hiicreleri i¢in toksiktir [25].

1.2.4. Antibiyotikler :

Tetrasiklin, doksisiklin, klindamisin ve florokinolonlar pre-eritrositik evrelere ¢ok az
etkili iken kan evrelerine yavag ancak belirgin seviyede etkilidir. Bu ilaglarin hepsi muhtemelen
ribozomal protein sentezini inhibe ederler. Bu ilaglar kinine direngli sitma suslarina karsi klinik

tyilistirmeyi giiclendirmek amaci ile kullanilirlar [4].



1.2.5. Antifolatlar :

Orjinleri hakkinda pek fazla bilgi bulunmamaktadir. Bu ilaglar (pirimetamin,
stilfadoksin) gebelikte 6zellikle malaryal tedavide folat metabolizmasinda rol almaktadir. Folat
metabolizmasinda; pirimetamin, dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enziminin inhibitori,
stilfadoksin ise dihidropterat sentetaz (DHPS) enziminin inhibitdrii olarak goérev yapmaktadir.

Ayrica bu ilaglar profilaktik amagh olarak da kullanilmaktadir [26].

1.3. Sitmanin Tedavisinde Kullanilan Temel Hedefler

Plasmodium tiirlerinin antimalarial ilaglara karsi direnci tiim diinyada giderek ciddi
boyutlara ulagmaktadir. Sitma ile miicadelede mevcut antimalarial ilaglarin etkinligini zamanla
kaybetmesi yeni antimalarial ilaglarin gelistirilmesini gerekli kilmigtir [4]. Bununla beraber
Plasmodium’un yasam dongilisliniin kompleks olmasi uygun ila¢ hedeflerinin belirlenmesini
giiclestirmektedir. Antimalarial kemoterapi i¢in secilen uygun bir hedefin parazitin yasam
dongiisii icin 6nemli bir rolii olmasi ve konuk¢udaki herhangi bir analog yontemden 6nemli
Olciide farkli olmasi, hedeften kagmayi1 saglayan alternatif bir yolun olmamasi, direncin
gelismesi i¢in diisiik potansiyel gdstermesi, sinirl oranda biyokimyasal yontem ile ilgili olmasi,
gecerli hedef {izerinde inhibitor etkisinin hizla test edilebilmesi ve bilinen spesifik inhibitorlerin
var olmas1 gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekir [27]:

Bu o6zellikler dikkate alinarak sitmanin tedavisinde kullanilan temel hedefler genel

olarak 3 gruba ayrilmistir [27]. Bunlar;

1. Sindirim vakuoliinde meydana gelen hemoglobinin sindirimi, hemozoin olusumu,
redoks iglemleri, serbest radikal olusumu gibi islemler,

2. llaglarin  tasinmasi gibi membran islerinden sorumlu olan proteinler ve
makromolekiiller,

3. Metabolit ve makromolekiil sentezinden sorumlu olan enzimlerdir.

Tablo 1.1°de baslica temel hedeflerle beraber bu hedeflerle ilgili enzimler/islemler ve yapilan

caligmalar verilmistir [27].



Tablo 1.1 Plasmodium’da sitma tedavisi igin kullanilan baglica hedefler [27].

Folat Metabolizmasi

Pirimidin Sentezi

DNA

Glikoliz

Heme polimerizasyonu,
depolimerizasyon
Heme sentezi

Dihidrofolat rediktaz

Karbomilfosfat sentaz II

Topoizomeraz [ ve 11

LDH

Metabolik ve Biyokimyasal Yol Enzim/islem Notlar
Hemoglobin Metabolizmasi Plasmepsin I, II Genler klonlandi ve ekspresyonu
yapild;; Plasmepsin II’nin  yapisi
biliniyor.
Falsipain Klonlandi  ve  disik  oranda
ekspresyonu yapildi.

Kimyasal reaksiyon bilinmiyor.
Parazit 6zel ALA sentaza sahip

Genin iyi bir sekilde ekspresyonu

yapildi.

Geni hedefleyen ribozimler
tarafindan parazit gelismesi
baskilandi.

Her iki gen klonlandi, Topoizomeraz
II kinolin i¢in hedef olabilir.

Gen klonlandi ve ekspresyonu
yapildi; yapist ¢cozildii (Aktif bolgeye
yakin yariga sahip)

Bu yiiksek lisans tez calismasi, enzimlere yonlendirilen bir antimalarial ila¢ tasarim

calismasim1 kapsamaktadir. Dolayisiyla yapilan c¢alismada Plasmodium vivax’m laktat

dehidrogenaz enzimini kodlayan gen (PvLDH) yeni antimalarial ilaglarin gelistirilmesini

saglamak i¢in hedef gen olarak belirlenmistir.

1.4. Sitma Parazitleri Laktat Dehidrogenaz Enzimleri

Plasmodim’larin genetik 6zellikleri alanindaki ¢alismalar son yillarda hiz kazanmis

olup, farkli tiirlerdeki ve tiirlerin kendi icindeki varyasyonlarin ila¢ direnci, patojenite,

immiinite ve bulagim farkliliklar1 konularinda belirleyici oldugu bulunmustur. Sitma etkeni olan

parazitin su anda var olan ilaglara kars1 direng gostermeye baslamasi bilim adamlarimi alternatif

miicadele yontemleri gelistirmeye zorlamaktadir [28].

Bu nedenle plasmodial laktat dehidrogenaz enzimi (pLDH) hedef enzim olarak

belirlenmistir [13, 14, 15, 16]. Plasmodim’un yasam dongiisii i¢cin LDH enzimi hayati 6neme




sahiptir [29]. Kan hiicreleri igerisinde yer alan sitma parazitleri islevsel trikarboksilik asit
dongiisline sahip olmadiklar i¢in [30]. ATP ihtiyaglarin1 glikoliz ile saglamaktadirlar. LDH
enzimi glikolizin son {riinii olan piriivik asidi doniisiimlii bir reaksiyonla laktik aside
cevirmektedir. LDH enziminin etkinligini Onleyen maddelerin kan igerisinde bulunan
Plasmodim 'un yagsamasina imkan vermedigi bilinmektedir [31]. Ancak ayni enzim hem insanda
hem de parazitte bulundugu i¢in insan LDH’ min etkilenmeden kalmasi gerekmektedir. Yapilan
calismalar pLDH 1 elektroforetik, kinetik ve yapisal olarak insan LDH’indan farkli oldugunu

gostermigtir:

i) Insan LDH’indan farkli olarak pLDH vyiiksek piriivat konsantrasyonunda inhibe
olmamaktadir [29].

ii) Insan M,-LDH’indan farkli olarak, pLDH 3-asetilpiridin adenin diniikleotit (APAD")
adli koenzimi 0,5 M laktat konsantrasyonunda daha hizli kullanabilme yetegine sahiptir
[10].

iii) pPLDH’1n gossilik nitril diasetat ve tiirevleri tarafindan inhibisyona insan LDH’indan

daha duyarl oldugu bildirilmistir [31].

iv) Insan M4-LDH’indan farkli olarak pLDH, aktif bolge halkasinda 5 ilave amino asit
(DKEWN) igermektedir [13, 32].

PALDH geni ilk olarak 1993 yilinda Bzik ve Fox tarafindan Honduras I olarak
adlandirilan soydan izole edilmistir [32]. Daha sonra ayni gen K1 (Tayland) ve PFF FCBR
(Kolombiya) soylarindan izole edilmis ve klonlanmistir [13].Yapilan karsilagtirmalar
neticesinde izole edilen tim bu soylarin LDH geninin niikleotid dizilerinin ayni oldugu
belirlenmistir.Ug soy itibariyle yapilan bu degerlendirmenin tiim soylar igin genellenemeyecegi
de bir gergektir [13].

PfLDH, amino asit dizisi bilinen diger tiirlerin LDH’lar1 ile karsilagtirilmis ve Bacillus
stearothermophylus LDH’1 ile %29, kopek baligi LDH’1 ile %29, insan My-LDH’1 ile %31,
domuz LDH’1 ile %33, insan H4,-LDH’1 ile %29 [13] oraninda amino asit diizeyinde benzerlik
gorildiigii belirlenmistir. P/LDH’da iki pozisyonda amino asit eksikligi ve iki pozisyonda da
amino asit fazlaliginin varlig1 belirlenmistir. Glutamat-48 ve glisin-217 eksik olan iki amino
asittir. Alanin-73 ve serin-74 arasinda ilave bir tirozin bulunmaktadir. Diger LDH’larla
karsilastirildiginda gozlenen en 6nemli farklilik P/LDH’1in serin-108 ve arjinin-109 arasinda
ilave 5 amino asit (Dyoga, Kioss, E10sc, Wiosp, Nioge) igermesidir [13, 32]. X 1s1m kristalografisi
caligmalari ile bu 5 amino asit ilavesinin enzimin aktif bolge halkasina yakin yiizeyinde ¢ok

belirgin bir yarik olusturdugu, fakat insandaki esdegeri olan LDH’da ise ayn1 bolgede higbir



ilave amino asit olmadif1 igin s6z konusu yarigin olmadifi tespit edilmistir [14]. Insan
LDH’indan farkli olarak P/LDH’a 6zgii olan bu bdlge, cesitli enzim inhibitorlerini barindirma
ve dolayisiyla enzim aktivitesini durdururak parazitin insan kani icerisinde 6liimiine sebep olma
potansiyeline sahip oldugu i¢in ila¢ tasarim g¢aligmalarinda hedef bdlge olarak kullanilmistir
[13, 14, 15].

P. falciparum LDH enzimini kodlayan genin klonlanmasindan sonra Plasmodium vivax
Belem soyu (Fransa) genomik DNA’sindan laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen izole
edilmis, klonlanmig ve niikleotit dizisi belirlenmistir [33]. P. falciparum ve P. vivax LDH
genlerinin niikleotit dizileri karsilastirildigt zaman PfLDH ve PvLDH genlerinin niikleotit
dizileri arasinda %90 oraninda bir benzerlik oldugu belirtilmektedir [34]. Bu benzerlige
dayanarak; PvLDH geninde de, P/LDH geninde oldugu gibi aktif bolgede ilave 5 amino asitin
bulundugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda PfLDH enziminin yapisal ve kinetik 6zellikleri
iizerinde yapilan ¢alismalarin, PvLDH enzimi iizerinde de yapilabilecegi ve benzer sonuglar
alinacagi iimit edilmektedir. Yapilan son bir ¢aligma bu fikri desteklemistir. PvLDH proteininin
X-1g1m1 kristallografisi ile yapi analizi ve bazi kinetik analizleri yapilmis ve bu yap1 esdegeri
olan P. falciparum’ un proteininin yapist ile karsilastirllmistir [35]. Her iki enzimin de aktif
bolgeleri ve kofaktdr baglanma ceplerinin son derece benzer oldugu ve P/LDH’da bulunan
ilave 5 amino asidin, PvLDH’da da enzim yiizeyinde bir yarik olusturdugu goézlenmistir.
Yiiksek orandaki bu benzerlikler genel olarak gelistirilecek olan bir inhibitor ile her iki enzimin

de engellenmesinin miimkiin olacagi fikrini kuvvetlendirmistir.

1.5. Plasmodium ve Diger Baz1 Apicomplexan LDH’larimin Aktif Bolge Yapisi

Laktat dehidrogenaz enziminin aktif bolge halkas1 100. ve 110. amino asitler arasinda
yer almaktadir [35]. Apicomplexan subesine ait olan Plasmodium’lar ve diger bazi
Apicomplexan LDH enzimleri (Toxoplasma gondii LDH1 ve LDH2, Eimeria tenella, Eimeria
acervulina, Theileria parva) insan LDH’indan farkli olarak aktif bolge halkasindaki 108. ve
109. amino asitler arasinda bir ilave 5 amino asit i¢cermektedir [13, 33, 17, 36]. Laktat
dehidrogenaz enzimindeki bu 5 amino asit insersiyonun dizisi (Plasmodium’lar igin Djoga,
Kioss, Eiosc, Wiosp, Nioge) ve ayni zamanda aktif bolgesinin amino termal ug bolgesindeki
amino asit dizisi (Plasmodium malariae disindaki biitiin bilinen Plasmodium’lar i¢in Fyo, Tio1,
Kio2, Atoss Pios, Gios, Kio7, Sios) Apicomplexan tiirleri arasinda farklilik gostermektedir [17].
Plasmodium vivax’in diger Apicomplexan LDH’lar1 ve insan LDH a gore amino asit dizisinin

farkliliklar1 Tablo 1.2°de verilmistir.



Tablo 1.2. Plasmodium vivax ve diger baz1 Apicomplexan LDH’larinin aktif bolgesindeki amino asit
dizisi (104. amino asit tanimlanmamustir.). (insan-m: insan LDH’1 kas formu; pvivax: Plasmodium vivax;
toxgol: Toxoplasma gondii LDHI1; toxgo2: Toxoplasma gondii LDH2; etenclla: Eimeria tenella;

eacervulina: Eimeria acervulina; tparva: Theileria parva)

98 108 109
insan-m I TAGARQQEGES R
pvivax VTAGFTKAPGKSDKEWNR
toxgol VTAGLTKVPGKPDSEWSR
toxgo2 Il TAGLTKVPGKSDKEWSR
etenella I TAGITKAAGKSDQEWSR
eacervulina I TAGITKIPGKSDKEWSR
tparva VTAGLAKAPAKSNEEWNR

Bununla beraber X 1511 kristalografisi ¢alismalan ile ii¢ boyutlu yapisi belirlenen
Apicomplexan’larin tamaminda bu 5 amino asit insersiyonu enzimin aktif bolge halkasina yakin
yiizeyinde bir yarik olusturmaktadir [14, 35, 36, 37, 38]. Dolayisiyla ayni yarigin ii¢ boyutlu
yapisi bilinmeyen biitin Plasmodium ve diger bazi Apicomplexan LDH’larinda da
olusturulacag: distiniilmektedir. Plasmodium falciparum LDH’1 (PfLDH) ile yapilan
caligmalar, bu yangin klorokin ve azol-bazli bilesikler ile bir kompleks meydana getirdigini
gostermis ve bunlarin enzim iizerine olan inhibitdr etkisi belirlenmistir [39, 40]. Ayrica yapilan
molekiiler modelleme g¢alismalar1 gossipol tiirevi olan gossilik nitril-1,1" diasetat’mn (GNDA)
PfLDH’1n bu yarik bolgesinde barindirilabilecegini fakat insan LDH’inda bu yarik bulunmadigi
i¢in sozii edilen inhibitoriin LDH 1n yapisina kabul edilmeyecegini gostermistir [41]. P/LDH ile
yapilan bu c¢aligmayr aym yarik bolgesine sahip olan diger Plasmodium’lar ve
Apicomplexan’lar i¢in de genellemek miimkiindiir.

Plasmodium’larm  ve diger Apicomplexan’larin laktat dehidrogenaz enzimleri
karsilastirildigi zaman 100. ve 110. amino asitler arasinda yer alan aktif bolge halkasindaki bazi
amino asitlerin korundugu gézlemlenmistir. Bununla beraber enzimin aktif bolgesindeki amino
termal u¢ bolgesinde (100g, 1011, 102k, 1034, 105p, 1065, 107k, 108s) bulunan amino asit dizisi
Plasmodium’lar ve diger baz1 Apicomplexan’lar arasinda (Toxoplasma gondii LDH1 ve LDH2,
Eimeria tenella, Eimeria acervulina, Theileria parva) veya ayn1 zamanda Apicomplexan’lar
icinde de ¢esitlilik gostermektedir [17]. Laktat dehidrogenaz enzimi i¢in yapisal olarak dnemli
olan bu amino asitlerin rollerini daha iyi anlayabilmek ve yeni bir antimalarial tasarim
caligmasinda kullanabilmek igin yonlendirilmis mutagenez c¢alismalarinin  yapilmasi
amaglanmigtir. Bu amagla yapilmis olan bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, cesitli canlilarda

hastaliga sebep olan bazi Apicomplexan’larin ( Toxoplasma gondii, Eimeria acervulina ve



Eimeria tenella, ve Theileria parva) LDH’larinin diinyada ve Tirkiye’de en yaygin
Plasmodium tiirti olan Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enziminin aktif bélgesinin amino
termal u¢ bolgesindeki (100g, 1011, 102k, 1034, 105p, 106, 107k, 108s) amino asit dizileri
Plasmodium’larla birlikte Apicomplexan’lar i¢in de genel ilag tasarim calismalarinda hedef
bolge olarak kullanilabilmesi konusunda agiklamalar getirilmesi ig¢in Plasmodium vivax LDH’1
icerisinde taklit edilerek bu amino asitlerin 6nemleri, enzim iizerindeki etkinligi ve meydana

getirdigi degisimler arastirilmigtir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Polimeraz zincir reaksiyonu amaciyla kullanilan 7ag DNA Polimeraz enzimi,
tampon ¢ozelti ve MgCl, soliisyonu Promega'dan, USA; Pfu Turbo DNA Polimeraz enzimi ve
tampon ¢oOzelti Stratagene'den, USA; DNA'nin kesilmesi i¢in kullanilan Eco RI ve Pst 1
restriksiyon enzimleri ve tampon ¢dzeltileri, ligasyon i¢in kullanilan T4 DNA Ligaz enzimi
ve tampon ¢0zeltisi Promega'dan, USA; plazmid DNA izolasyonu i¢in kullanilan QIAprep Spin
Miniprep Kit, PCR sonrasi elde edilen {iriinlerin jelde kosturulduktan sonra saflastirmasi
asamasinda kullanilan QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN' den, Almanya, saglanmistir.
Agaroz jel elektroforezi esnasinda DNA bantlarinin molekiil agirliklar1 ve konsantrasyonunun
tayininde kullanilan Hyper Ladder I Bioline'dan, USA; Lambda DNA Hind III Digest
Amersham Pharmacia Biotech'den, USA; sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
sirasinda protein bantlarinin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde kullanilan SDS 7B
Sigma'dan, USA; Low Molecular Weight (LMW) Kalibration Kit Amersham Pharmacia
Biotech'den, USA, alinmuistir.

Western Blot yapilirken faydalanilan primer antikor, yabani tip SDK1 PfLDH
proteini ile hazirlanan emiilsiyonun Yeni Zelanda beyaz tavsanlarina enjeksiyonu ile elde
edilmig [15], sekonder antikor Goat Anti-Rabbit IgG ise Bio-Rad'dan, UK, ticari olarak
saglanmustir.

Deneylerde kullanilan diger biitiin kimyasallar BDH, Sigma, Bio-Rad ve Merck'ten
saglanmustir. Polimeraz zincir reaksiyonlar1 asamasinda kullanilan primerler lontek ve

MWG-Biotech, Almanya, tarafindan sentezlenmistir [42, 43].



2.1.1. Ekspresyon Vektorii

pKK223-3 : Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Sweden

2.1.2. Escherichia coli Suslar:

JM105 :{supE endA sbcB15 hsdrd rpsL thid (lac-proAB)F [traD36 proAB™ lacl’ lacZAM15] }

2.1.3. Bakteriyolojik Gelisim I¢in Besiyerleri ve Soliisyonlar

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Buyyon

Maya Ekstrakti 10 g/l
Tripton 16 g/l
NaCl 5¢g/l

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Agar

Maya Ekstrakti 10 g/l
Tripton 16g/1
NaCl 5 g/l
Agar 15 g/l
Minimal Agar

2x Minimal Tuzlarn 500 ml/1
%3,3 Agar 500 ml/1
%20 Glukoz 10 ml/1
%20 MgSO,_ 7TH,O 1 ml/l
%0,1 Tiamin hidrokloriir 0,5 ml/1

10



2x Minimal Tuzlan

KH,PO, 14 g/l
KH,PO, 6 g/l
(NH4)2S04 2 ¢/l
Sodyum Sitrat 1 g/l
MgSO,4 7H,O 0,5 g/l
Amfisilin

100 mg/ml’lik soliisyon hazirlanir. Filtre yardimiyla sterilize edilir.

2.1.4 Tamponlar ve Stok Soliisyonlar

50x TAE Tampon Cozeltisi (Tris- Asetat- EDTA)

Trizma Base 242 ¢/l
Asetik Asit 57,1 ml/l
0,5 M EDTA (pH: 8.0) 100 ml/1

dH,O kullanilarak 1XTAE seyreltilip uygun soliisyon hazirlanir.

Agaroz Jel icin SAB (Sample Amplification Buffer)

Siikroz 4 ¢/10 ml
2M Tris HCL 0,5 ml/10 ml
0,5M EDTA 2 mg/10 ml
Bromfenol mavisi 4 g/10 ml

Kristal Viyole (CV) Soliisyonu

5 mg/ml stok soliisyon hazirlanir ve 151k gormeyen bir ortamda saklanir.
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SAB+CV
Gliserol 50 ml/ml
Kiristal viyole 2pg/ml

CaCl, Soliisyonu

100 mM CaCl,.6H,O 21,9 g/l
5 mM MgCL.6H,0 1,02 g/1
SmMTris HCI(pH:7.6) 5 ml/1(pH:7.6 olan stok 1 M Tris HCI ¢6zeltisinden)

Bis-Tris Soliisyonu

0,02 M Bis-Tris 4,184 g/1
0,05 M KCI 3,725 g/l
pH: 6.0

SDS-PAGE icin SAB (Sample Amplification Buffer)

%10 SDS 1 g/10 ml
0,5MTrisHCI(pH:6.8) 0,6 g/10 ml
% 5 Gliserol 0,5ml/10 ml
% 25 2-Merkaptoetanol 0,25 ml/10 ml
% 0,05 Bromfenol mavisi 0,005 g/10 ml

5x Tank Tamponu

0,25 M Trizma Base 15 ¢g/1
0,192 M Glisin 72 g/1
% 0,01 SDS 5 g/l

dH,O yardimiyla 1x’e seyreltilip ¢calisma soliisyonu hazirlanir.
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Protein Boyama Soliisyonu
% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi
% 40 Metanol

% 10 Glasiyal Asetik Asit

Boya Uzaklastirici (Destaining) Soliisyon
% 5 Metanol

% 7 Asetik Asit

Transfer Tamponu

39 mM Glisin 2,93 g/l
48 mM Trizma Base 5,81 g/l
1,3 mM SDS 0,375 g/
%20 Metanol 200 ml/1

PBS (Phosphate Buffered Saline)

0,15 M NaCl 900 ml/1
0,1 M Na,HPO, (pH : 7,4) 100 ml/1
PBS Tween 20

PBS 1000 ml
Tween 2ml

% 5’lik Siit Tozu
Yagsiz siit tozu S5gr

PBS 100 mI’ye tamamlanir.

2.1.5. Primerler

PvLDH enziminin aktif boélgesinin amino terminal u¢ bolgesindeki amino asitlerin
yonlendirilmis mutagenez ¢alismalar1 ile analizi igin asagidaki spesifik primerler

kullanilmigtir. Koyu renkli olan diziler mutagenez yapilan amino asitleri gostermektedir.
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Tablo 2.1'de PvLDH enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi ve mutagenez caligsmalari i¢in

kullanilan primerlerin gen iizerindeki yerleri belirtilmistir.

Pv7: 5 GCC GAC CCG GAA TTG ATG ACG CCG AAA ATT GTG 3’

Pv13: 5" TTT TCT GCA GTT AAA TGA GCG CCT TCA TCC TTT TAG TCT CC 3’

PVLM3TglF: 5 GTC ACT GCG GGA CTG ACT AAAGTC CCA GGA AAG CCC

GAC AAG GAATGG ¥

PVLM3TglR: 5° CCA TTC CTT GTC GGG CTT TCC TGG CAC TTT AGT CAG

TCC CGC AGT GAC 3’

PVLM2Tg2F: 5° GTC ACT GCG GGA CTG ACT AAA GTA CCA GGA AAG
AGC 3’

PVLM2Tg2R: 5° GCT CTT TTC TGG TAC TTT AGT CAG TCC CGC AGT GAC 3’

PVLM3EtF :5° GTC ACT GCG GGA ATA ACT AAA GCA GCG GGA AAG

AGC GAC¥®

PVLM3EtR :5 GTC GCT CTT TCC CGC TGC TTT AGT TAT TCC CGC AGT

GAC3®

PvLM2EaF :5° GTC ACT GCG GGA ATA ACT AAA ATA CCA GGA AAG

AGC 3’

PvLM2EaR :5°GTC CTT TCC TGG TAT TTT AGT TAT TCC CGC AGT GAC ¥’

PVLM3TpF :5°GTC ACT GCG GGA TTG GCG AAA GCA CCA GCG AAG
AGC GAC AAG ¥
PVLM3TpR :5 CCT GTC GCT CTT CGC TGG TGC TTT CGC CAA TCC CGC

AGT GAC 3’
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Tabloe 2.1 PvLDH enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi

61

121

181

241

301

361

421

ATGACGCCGAAACCCAAAATTGTGCTCGTCGGGTCGGGCATGATCGGAGGCGTGATGGCC

--------- s &

TACTGCGGCTTTGGGTTTTAACACGAGCAGCCCAGCCCGTACTAGCCTCCGCACTACCGG

ACGCTGATTGTGCAGAAGAACCTGGGGGACGTAGTGATGTTTGACGTAGTGAAAAACATG

————————— o
TGCGACTAACACGTCTTCTTGGACCCCCTGCATCACTACAAACTGCATCACTTTTTGTAC

CCCCAAGGAAAGGCACTAGATACGTCTCACTCGAATGTGATGGCTTATTCCAATTGCAAG

————————— o ¢

GGGGTTCCTTTCCGTGATCTATGCAGAGTGAGCTTACACTACCGAATAAGGTTAACGTTC

GTGACTGGCTCGAACTCGTATGATGACTTGAAGGGAGCCGACGTGGTGATCGTCACTGCG

————————— o ¢

CACTGACCGAGCTTGAGCATACTACTGAACTTCCCTCGGCTGCACCACTAGCAGTGACGC

GGATTTACTAAAGCACCAGGAAAGAGCGACAAGGAATGGAACCGAGATGATTTACTCCCC

--------- s &

CCTAAATGATTTCGTGGTCCTTTCTCGCTGTTCCTTACCTTGGCTCTACTAAATGAGGGG

TTGAATAACAAAATTATGATTGAGATTGGGGGACATATTAAGAACCTTTGCCCCAATGCC

————————— o ¢

AACTTATTGTTTTAATACTAACTCTAACCCCCTGTATAATTCTTGGAAACGGGGTTACGG

TTTATCATTGTGGTGACGAACCCAGTGGACGTGATGGTGCAGTTACTCTTCGAGCATTCC

--------- s &

AAATAGTAACACCACTGCTTGGGTCACCTGCACTACCACGTCAATGAGAAGCTCGTAAGG

GGAGTCCCAAAAAATAAAATCATCGGATTAGGTGGTGTGCTAGATACATCTAGACTGAAA

————————— o
CCTCAGGGTTTTTTATTTTAGTAGCCTAATCCACCACACGATCTATGTAGATCTGACTTT
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180
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360
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480



TATTACATATCGCAGAAGTTGAACGTCTGCCCGAGAGATGTTAATGCACTCATTGTCGGT
T [ —— S oo tmmmmmme tmmmmmme tmmmmmme + 540
ATAATGTATAGCGTCTTCAACTTGCAGACGGGCTCTCTACAATTACGTGAGTAACAGCCA

GCACATGGGAACAAGATGGTTCTCCTGAAAAGGTACATCACAGTTGGAGGTATCCCATTG
541 ————————- e e e e e + 600
CGTGTACCCTTGTTCTACCAAGAGGACTTTTCCATGTAGTGTCAACCTCCATAGGGTAAC

CAAGAATTTATTAATAACAAAAAGATTACAGATGAAGAAGTGGAAGGCATATTTGATCGC
601 ————————- S S S S S + 660
GTTCTTAAATAATTATTGTTTTTCTAATGTCTACTTCTTCACCTTCCGTATAAACTAGCG

ACTGTCAACACTGCTTTGGAGATTGTGAACCTCCTTGCCTCTCCTTATGTTGCCCCAGCT
661 ——-—————- e e e o e + 720
TGACAGTTGTGACGAAACCTCTAACACTTGGAGGAACGGAGAGGAATACAACGGGGTCGA

GCTGCCATCATCGAAATGGCCGAATCTTATTTGAAGGATATAAAGAAAGTGCTTGTTTGT
721 ————————- o ———— o ————— o ———— o ————— o ———— + 780
CGACGGTAGTAGCTTTACCGGCTTAGAATAAACTTCCTATATTTCTTTCACGAACAAACA

TCCACTCTACTAGAGGGACAATACGGCCACAGCAACATCTTTGGTGGTACTCCTCTCGTT
781 ———mmmeo tommmmmmee tom oo oo tommmmmmee tommmmmmo + 840
AGGTGAGATGATCTCCCTGTTATGCCGGTGTCGTTGTAGAAACCACCATGAGGAGAGCAA

ATCGGGGGCACCGGAGTTGAGCAAGTCATCGAGTTGCAGCTGAATGCCGAGGAGAAGACC
841 ————————- e e e e e + 900
TAGCCCCCGTGGCCTCAACTCGTTCAGTAGCTCAACGTCGACTTACGGCTCCTCTTCTGG

AAGTTCGACGAGGCAGTTGCGGAGACTAAAAGGATGAAGGCGCTCATTTAA
901 ---—————- S tmmmm e tmmmm e tmmmmmme +- 951
TTCAAGCTGCTCCGTCAACGCCTCTGATTTTCCTACTTCCGCGAGTAAATT

2.1.6 DNA Ornegi

Bu tez galismasinda, Plasmodium vivax’in Belem soyundan klonlanarak pKK223-3
expresyon vektoriine altklonlamasi yapilan laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan geni tasiyan
plazmid DNA Ornegi yapilan biitiin yonlendirilmis mutagenez g¢alismalarinda kalip olarak

kullanilmustir [33].
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2.2. Metod

2.2.1. Plazmid DNA izolasyonu

Igerisinde plazmid DNA bulunduran E.coli bakteri soyu 100 pg/ml amfisilin ihtiva
eden cift kuvvetli (2x) YT agar besiyerinde gelistirilir. Steril bir kiirdan yardimiyla daha 6nce
secilen kolonilerden bir tanesi alinarak igerisinde 5 pg/ml amfisilin bulunan 5 ml’lik 2XYT
buyyona aktarilir. 37°C’de ve 100 rpm’de bir gece inkiibe edilir. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine bir gece once hazirladigimiz kiltirden 1,4 ml almir. Bu islem sonrast QIAprep

Miniprep kiti, QIAGEN, kullanilarak DNA izole edilir [44].

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Yonlendirilmis Mutagenez

Polimeraz  zincir reaksiyonu ile iki asamada mutagenez c¢alismalari
gerceklestirilmistir. I1k olarak PvLDH’1n mutasyon bdlgeleri ile ¢cakisan iki mutant DNA
fragmenti (A ve B fragmentleri) elde edilmistir. Bunun i¢in PvLDH DNA'simnin
zincirlerine komplementer Pv7 ve Pvl3 wug primerleri ile uygun mutagenez primerleri

olmak {izere 4 primer kullanilmistir. PCR sartlar1 asagida verilmistir:

10x Pfu Tampon Sul (enzim ile beraber verilmistir)
dNTP’ler 5ul (stok; herbiri 10mM olan dNTP’lerden)
5' Primeri 2,5 pl (' stok; 20pmol/ pl)

3' Primeri 2,5 pl (' stok; 20pmol/ pl)

Kalip DNA Tl

Pfu DNA Polimeraz Lul ( stok; 2,5 u/ pl)

Steril dH,O 33 ul (son hacim 50 pl olacak sekilde)

Amplifikasyon 94°C'de 1,5 dakika, 58°C'de 2 dakika, 72°C'de 2 dakika ve 20
dongii olarak yapilmusgtir.

Bu asamadan sonra % 1'lik agaroz jelden safastirilan mutant DNA'nin A ve B
fragmentleri PCR yontemiyle birlestirilmistir. Konsantrasyonlar1 esas alinarak belirlenen
miktarlarda kullanilan A ve B fragmentleri ile son hacim 25 pl olacak sekilde yapilan PCR'in
reaksiyon sartlar1 94'C'de 2 dakika, 50'C'de 1 dakika, 72°C'de 2 dakika ve 7 dongii olarak
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gerceklestirilmigtir. Bunu takiben ug¢ primerlerin ve diger PCR bilesenlerinin ilavesi ile
reaksiyon 50 pl ye tamamlanis ve 94°C'de 1,5 dakika, 55°C'de 1 dakika, 72°C'de 2,5 20 dakika
ve 20 dongii olarak yapilmistir.

2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi BIORAD Sub-Cell GT horizontal jel elektroforez sistemi ile
yapilmistir. Amaca uygun olarak iki farkli sekilde boyanmis olan jel elektroforezi
gerceklestirilmistir.

2.2.3.1. Etidyum Bromiirle Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Analitik amagh yapilan biitiin elektroforez ¢aligmalarinda etidyum bromiir ile
boyanan agaroz jel kullanilmigtir. Bunun i¢in % 1 agaroz igeren | x TAE tampon ¢ozeltisi
kaynatilir. Oda sicakliginda 55-65°C'ye kadar sogutulur. Bu esnada jelin dokiilecegi jel
tepsisi hazirlanir, taraklar yerine yerlestirilir. Jeli tepsiye dokmeden Once son
konsantrasyon 0,5 pug/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave edilir. Jel tepsiye dokiiliir
ve katilasmasi beklenir. Katilagtiktan sonra tarak ¢ikarilir. Jel lizerindeki kuyucuklara
yerlestirilecek olan DNA 6rneklerine 2 ul SAB ilave edilir. Elektroforez rutin agaroz jeller
icin 40-60 mA, diisiik erime noktali agaroz jeller i¢in 30-40 mA'de bromfenol mavisi
yaklagik olarak jelin 2/3'line ulasincaya kadar yiritiiliir. Jel ortaminda, DNA'lar
molekiiler agirliklarina bagli olarak bir ayirima tabi tutulurlar. Elektroforez sonrast DNA

bantlar bir transilliiminator kullanilarak goriintiilenir [45].

2.2.3.2. Kristal Viyole ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Biitiin preparatif amagli elektroforez c¢alismalarinda kristal viyole ile boyanan
agaroz jel kullanilmugtir. Bunun i¢in % 1 agaroz igeren 1 x TAE tampon ¢ozeltisi kaynatilir.
Oda sicakliginda 55-65°C'ye kadar sogutulur. Bu esnada jelin dokiilecegi jel tepsisi
hazirlanir, taraklar yerine yerlestirilir. Jeli tepsiye dokmeden 6nce son konsantrasyon 2 pl/ml
olacak sekilde kristal viyole ilave edilir. Jel tepsiye dokiiliir ve katilasmasi beklenir.
Katilastiktan sonra tarak c¢ikarilir. Jel iizerindeki kuyucuklara yerlestirilecek olan DNA
orneklerine SAB+CV boyasindan 2 pl ilave edilir. Elektroforez 2 pl/ml kristal viyole
iceren Ix TAE tampon c¢oOzeltisi ile 40-60 mA'da gerceklestirilir. Elektroforez siiresince
DNA bantlarinin ayirimi izlenir. Bantlar jelin 2/3Yinii ilerleyinceye kadar elektroforez

islemine devam edilir. DNA bantlar1 beyaz 151k kutusunda goriintiilenir [46, 47].
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2.2.4. DNA’nin Jelden Geri Kazanilmasi

Elektroforez sonrasi jelden dilimler halinde kesilen spesifik DNA bantlar1 1,5 ml'lik
mikrosantrifiij tiipli icerisine birakilir ve DNA, QIAquick jel ekstraksiyon kiti, QIAGEN,
kullanilarak saflagtinlir [48].

2.2.5. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle DNA’nin Kesilmesi (Digest)

Ekspresyon vektorii ve mutant DNA oOrnekleri, Eco Rl ve Pst | restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilerek birlestirmeye hazir yapiskan uglar olusturulmustur.

Reaksiyon sartlar asagidaki gibidir:

Mutant DNA 6rnekleri pKK223-3
DNA 30 ul Sug
10x Tampon H (enzim ile beraber verilmistir.) 2 ul 1ul/ 10 pl reaksiyon
igin
EcoRI (12 u/pl) 2pul 2 ul
Pstl (10 u/ul) 2 ul 2 ul
Steril dH,O 2 ul X pl(10 pl olacak
sekilde)

Bu reaksiyon 37°C'de su banyosunda 1,5 saat siire bekletilir. Daha sonra DNA
ornekleri kristal viyole ile hazirlanmis boyali jelde yiiriitiiliir ve QIAquick jel ekstraksiyon Kkiti,
QIAGEN, kullanilarak jelden saflagtinlir [48].

2.2.6. Klonlanacak DNA ile Vektor DNA’sinin Birlestirlmesi (Ligasyon)

DNA ornekleri, EcoRI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesildikten sonra
orneklerin konsantrasyonu dikkate alinarak cesitli insert: vektor oranlart ile ligasyon yapilmustir.

Ligasyon reaksiyonlar1 ve bilesenleri asagida verilmistir:
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1:1 oram1  3:1 oramm 1:3oram

10x Ligasyon Tamponu 1l 1 ul Tpl
Insert 100ng 300 ng 100 ng
Vektor 100 ng 100 ng 300 ng
T4 DNA Ligaz (3 u/ul) 1 ul 1l 1 ul
Steril dH,0 X ul Xl Xl
Toplam 10 ul 10 ul 10 ul

Ligasyon reaksiyonu hazirlandiktan sonra drnekler 4 °C'de bir gece bekletilir.

2.2.7. Kalsiyum Kloriir Etkilesimiyle Kompetan E .coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli hiicreleri 2x YT agarda 37°C’de bir gece inkiibe edilir. Inkiibasyon sonras1 tek
bir koloni steril bir kiirdan yardimu ile alinir, 5 ml 2x YT buyyon igerisine atilir ve 37°C’de 100
rpm’de c¢alkalamali etiivde bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik kiiltiirden 500 pl alinarak 250
ml’lik erlendeki 50 ml 2x YT buyyona inokiile edilir. ODssy’deki hiicre yogunlugu 0,3-0,4
arasinda bir degere ulasincaya kadar inkiibe edilir. Kiiltiir belirtilen yogunluga ulasinca iki
falkon tlipiine boliiniir. 25 ml’lik kiiltiiriin her biri 5.000 rpm’de 5 dakika boyunca 4°C’de
santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriiliir. Siipernatant (iistte kalan sivi faz) dokiiliir. Pelet (altta
kalan ¢okelti) iizerine 25 ml CaCl, soliisyonu ilave edilir. 30 dakika buz igerisinde bekletilir.
5.000 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edilir. Bu asamada tiipleri sarsmamaya dikkat edilir.
Siipernatant dokiiliir. Pelete 1 ml CaCl, soliisyonu ilave edilir. 1,5- 2 saat buz igerisinde
bekletilen hiicreler ya hemen transformasyonda kullanilir yada daha sonra kullanilmak iizere

s1v1 nitrojen igerisinde gliserol stoku hazirlanarak -70°C’de saklanir [45].

2.2.8. Transformasyon

Ligasyonu yapilmis 6rnegin lizerine hazirlanan kompetant hiicreden 200 pl ilave edilir
ve karistirilir. 30 dakika buzda bekletilir. Daha sonra 42°C'deki su banyosunda 90 saniye
stireyle sicak soku uygulanir. Derhal 300 pl 2x YT buyyon ilave edilir. Cok iyi bir sekilde
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karistirilir. 30 dakika 37°C'de gergeklestirilen inkiibasyon sonrasi 100 pl/ml amfisilin iceren 2x
YT agar besiyeri iceren petrilere ekim yapilir ve 37°C’de bir gece inkiibasyon gergeklestirilir
[45].

2.2.9. Koloni PCR

Alt klonlama sonrasi besiyeri lizerinde gelisen kolonilere iki ayr steril kiirdan yardimi
ile dokunulur. Kiirdanlardan birisi 100 ul/ml amfisilin iceren 2x YT buyyon igerisine atilir.

Buyyon, 37°C'de ve 100 rpm'de inkiibasyona birakilir. Diger kiirdan koloni PCR"

gergeklestirmek tizere igerisinde 50 ul steril dH,O bulunan bir mikrosantrifiij tiipii igerisine
aktarilir. Koloni kalmntis1 kiirdandan tamamen ayrilincaya kadar kiirdan su igerisinde karistirilir.
Daha sonra 6rnek 10 dakika kaynatilir, 13.000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij
sonras1 iistte kalan siipernatantin 10ul’si kalip olarak kullanilarak agsagida sartlan verilen

reaksiyon gerceklestirilir.

Tag tamponu 5 pl (enzimle beraber verilmistir.)

MgCh 3 ul (stok; 25mM)

dNTP’ler 5 ul (stok; her biri 10mM olan dNTP’lerden 10’ar ul ve 10ul dH0)
Pv 7 primeri 2,5 ul (stok; 20 pmol/pl)

Pv13 primeri 2,5 ul (stok; 20 pmol/ul

Kalip DNA 10 ul

Tag DNA Polimeraz 0,5 pl (stok; 5 u/pul)

dH,0O 21,5 pl (son hacim 50 pl olacak sekilde)

Amplifikasyon 94°C'de 1,5 dakika, 55°C'de 2 dakika, 72°C'de 2 dakika ve 25 dongii
olarak gergeklestirilir. Koloni PCR'dan pozitif sonu¢ alinmast durumunda inkiibasyona

birakilan kiltiirden stok kiiltiir hazirlanir.

2.2.10. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN 3 Celi jel elektroforez sistemi kullanilarak

yapilmustir. Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan jel asagidaki gibi hazirlanmustir [49]:
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Ayirma jeli (% 12)

dH,O 3,35 ml
1,5 M Tris HCI (pH: 8.8) 2,5 ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/ Bis 4 ml
% 10 Amonyum persiilfat 75 ul
TEMED 15 pl

Yiikleme jeli (% 4)

dH20 6,1 ml
0.5 M Tris HCI (pH: 6.8) 2,5 ml
%10 SDS 100 pl
%30 Akrilamid/ Bis 1,3 ml
% 10 Amonyum persiilfat 60 ul
TEMED 12 pl

Ornekler jele yiiklenmeden once esit miktarda SDS-PAGE SAB boyasi ilave edilerek 5
dakika kaynatilir. Elektroforez i¢in Ix Tank tamponu kullanilir ve bromfenol mavisi jelin
sonuna gelinceye kadar 20 mA'da akim uygulanir. Elektroforez sonrasi jel, 37°C'de 1 saat
stireyle boyanir ve sonrasinda protein bantlar1 goriiniir hale gelinceye kadar boya uzaklastirici
soliisyon ile yikanir. Jeller, fotograflar1 alindiktan sonra jel kurutma sistemi ile kurutularak
saklanir. SDS-PAGE metodu, ayn1 zamanda hiicre ekstraktlarinin genel analizini yapmak i¢in
kullanilmistir. Bunun i¢in 500 pl hiicre kiiltiirii 13.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek pelet
50 pl dH,O ile ¢oziiliir. Pelet ve siipernatant fraksiyonlarina esit hacimde SDS-PAGE SAB

boyasinin ilavesinden sonra 5 dakika kaynatilir ve elektroforez islemi yapilir [49].

2.2.11. Western Blot ile Mutant PvLDH Proteinlerinin Belirlenmesi

Blotlama oncesinde SDS-PAGE ile proteinlerin jel de ayrilmasi saglanirlmmobilon-P
transfer membrani jel bilyiikliigiinde kesilir. Filtre kagitlani ile birlikte 1 saat transfer tamponu
icerisinde bekletilir. Elektroforez sonrasinda jel 15 dakika transfer tamponu igerisinde bekletilir.
Western blota 6zgii kasetin kapagi agilir. Alt tarafa filtre kagidi ve onun iizerine jel yerlestirilir.
Hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek membran ve tekrar bir filtre kagidi yerlestirilir.
Kasetin kapag1 kapatilir ve elektroforez tankina yerlestirilir. Tanka buz tiinitesi yerlestirildikten

sonra transfer tamponu ile doldurulur ve gii¢ kaynagina baglanarak 100 V'da 1 saat akim verilir.
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Blotlama manyetik karistiric1 tizerinde gergeklestirilerek 1sinin dagilmasi saglanir. Blotlama
sonrast membran, PBSTween 20'del0 dakika yikanir. % 5'lik yagsiz siit tozu igerisinde
4°C'de bir gece bloklama yapilir. Bloklamadan sonra PBS Tween 20'de 10 dakika yikanir. %
5'lik siit tozu ile 1/1,000 oraninda seyreltilmis primer antikor ilave edilir. Oda sicakliginda 1 saat
bekletilir. 10 dakika PBSTween 20 ile yikama islemi 3 defa tekrar edilir. Yikama
sonrasinda 60 mg 3,3'-Diaminobenzidin, 100 ml PBS, 100 pl H,O, igerisinde bantlar

belirinceye kadar bekletilir. Daha sonra dH,O igerisine alinarak reaksiyon durdurulur [45],

2.2.12. Mutant Laktat Dehidrogenaz Enzimlerinin Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

Mutant PvLDH genini igeren E. coli hiicreleri 100 pg/ml amfisilin iceren 2x YT buyyon
icerisinde 37°C'de 100 rpm'de bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik kiiltiiriin 500 pl'si 100 pl/ml
amfisilin igeren 50 ml 2x YT buyyon igerisine inokiile edilir ve 37°C'de 100 rpm'de ODggo:
0,6'ya ulasinca kadar inkiibe edilir. 1 mM IPTG (Isopropil-B-D-thiogaftopiranosid)
ilavesinden sonra belirli araliklarla (1 saat, 2 saat, 3 saat, 5 saat, bir gecelik) kiiltiir 6rnekleri
almir. 1 ml kiltiir 13.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilir. Pelet 500 pl, 50 mM TEA, pH:7.5
igerisinde ¢oziiliir. Hiicreler, sonikatdr (Bandelin Sonopuls, Almanya) ile gii¢ 2'de iki defa 10
saniye parcalanir. 5 dakika buz icerisinde bekletilir. 13.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant LDH aktivitesinin 6l¢timii i¢in temiz bir tiipe alinir [16].

Mutant PvLDH enzimlerinin aktivitelerinin 6l¢iilmesi, UNICAM UV-Visible
spektrofotometre kullamlarak NADH'm NAD™a cevrilmesi ile 340 nm'deki (A Asq/dakika)
absorbans degisim orani takip edilerek yapilir. Biitiin reaksiyonlar 50 mM KCI iceren 20 mM
Bis-Tris solusyonu, pH: 6.0 ile 25°C'de gergeklestirilir. Reaksiyon i¢in 500 mM piirivat ve 50
mM NADH kullanilir. 1 mI’lik kiivete enzim ve NADH soliisyonlar1 birakilir ve en son piirivat
ilavesi ile reaksiyon baslatilir. Aktivite, 10 mM ve 1 mM piirivat konsantrasyonlarinda olg¢iiliir

[16]. LDH aktivitesinin 6l¢iilmesi 3 defa tekrar edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismanin amaci, PvLDH enzimi {izerinde yapilan arastirmalarin bir sonucu
olarak, PvLDH aktivitesine engel olacak ve insan LDH enzimini engellemeyecek bir inhibitor
arastirilmalarina yardime1 olmak iizere PvLDH’m aktif bdlgesinin amino terminal ucu

aminoasitlerinin analizinin yapilmasidir.

Bu tez calismasinda laktat dehidrogenaz enziminin aktif bolge halkasindaki ilave 5
amino asit ilavesinden Onceki bdlgede mutagenez calismalart yaparak enzimi diger
Apicomplexan LDH’larina (Toxoplasma gondii 1 ve 2, Eimeria tenella, Eimeria acervulina ve
Theileria parva) benzetip bu degisiklerin enzim iizerindeki etkilerini test ederek bu bdlgenin
O6nemini vurgulamak amacglanmistir. Bu bolgede yapilan degisiklikler Tablo 3.1°de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. PvLDH ve diger baz1 Apicomplexan LDH’larinin mutasyonun yapilacag: aktif bolge halkasi

amino terminal ucu amino asitlerinin gosterilmesi.

100 108
PvLDH FT KA -P GKS
TglLDH LT KV-PGKP
TglILDH LT KV-P G KS
EtLDH I' T K A-AGKS
EaLDH I T KI-PGKS
TpLDH LA KA-P A KS

3.1. Plasmodium vivax LDH’ min Toxoplasma gondii I‘e Benzetilmesi

PvLDH’ 1 aktif bolge halkasindaki 5 amino asit ilavesinden 6nceki bdlgede100g,
1034, 1085 mutagenez calismasi yapilarak Toxoplasma gondii 1 LDH’na benzetilmis ve
100.,103y,108p mutasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen mutant DNA PvLM3Tgl olarak
adlandirilmigtir. Bu amagla ilk 6nce PvLM3Tg!1 nin iki mutant DNA fragmentleri elde edilmis
ve bunlar PvLM3TglA fragmenti ve PvLM3TglB fragmenti olarak adlandirilmistir (Sekil
3.1).PCR igin mutagenez primerleri ile birlikte Pv7 ve Pv13 primerleri kullanilmis ve her iki

PCR denemesi ile de beklenen biiylikliikte DNA bantlar1 goriilmiistiir.
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400 bp —
300 bp.

1 2 3 4 5 b

Sekil 3.1. PvIM3Tgl A ve B
fragmentlerinin elde edilmesi. Hatlar : (1)
Markir (Hayper Ladder); (2 ve 3)
PvLM3TglA fragmentleri; (4) Markir
(Lambda DNA Hind III Digest); (5 ve 6)
PvILM3Tgl B fragmentleri.

Polimeraz zincir reaksiyonu ile yonlendirilmis mutagenez yontemiyle ilk asamada elde
edilen PvLM3TglA fragmenti ve PvLM3TglB fragmenti iki asamada PCR ile birlestirilerek
PvILM3Tgl geni tam uzunlukta elde edilmis ve elde edilen tam uzunluktaki PvLM3Tgl geni
%1’lik agaroz jelde yiiriitilmiistir (Sekil 3.2). PvLM3Tgl DNA’s1t ve genin aktarilacagi
expresyon vektorii materyal ve metod boliimiinde anlatildigi gibi aymi enzimlerle kesilerek

yapiskan uclar olusturulmus ve devaminda ligasyon ile bu iki DNA birlestirilmistir.

kb —

Sekil 3.2. PvLM3Tgl geninin tam
uzunlugunun elde edilmesi. Hatlar: (1) Marker
(Hyper Ladder 1); (2 ve 3) PvLM3Tgl geni;
(4) Marker; ( Lamda DNA Hind III Digest)
Ligasyon sonrasi elde edilen rekombinant DNA 6rnekleri £. coli JM105 hiicrelerine

aktarilmistir. Transformasyon sonrasi segilen bazi kolonilerin PYLDH genine sahip olup
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olmadiklarin1 anlamak i¢in koloni PCR’lar1 yapilmistir. Bunun i¢in genin tam uzunlugunu
amplifiye edecek olan ug primerleri kullanilmistir. Koloni PCR sonrasi jel iizerinde klonlanan
genin biiyiikliigiinde bir bant goriilmesi segilen koloninin bu geni tagidigin gostermistir (Sekil

3.3).

1kh ‘-‘

Sekil 3.3. Koloni PCR’dan sonra
pozitif sonuglarin jelde goriintiilenmesi.
Hatlar:(1) Markir (Hyper Ladder 1); (2,
3, 4) tam uzunluktaki PvLM3Tgl geni.

Sonucun pozitif goriilmesinden sonra PvLM3Tgl geninin JM105 bakteri hiicresine aktarilan
dogru mutant gen olup olmadigm anlamak icin DNA Ornekleri hazirlanarak dizi analizine
gonderilmis ve PvLM3Tgl geninin mutant poteini iiretip iiretmedigini anlamak i¢in SDS-
PAGE ile geni iceren JM105 bakteri hiicre ekstraktinin kontrolii yapilmistir. Bu islem igin
hiicreler logaritmik faza (ODgq : 0,6) ulastiginda 1 mM IPTG indiikleyici olarak kullanilarak
genin ekspresyonu artirilmistir. Bu islem sonrasi alinan 6rneklerde proteinin ekspresyonu SDS-

PAGE ile jel iizerinde Sekil 3.4°de goriildiigii gibi kontrol edilmistir.
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Sekil 3.4. PvLM3Tgl geni iceren JM 105 hiicre siipernatant protein profilinin
gosterilmesi. Hatlar: (1) Markir (LMW); (2 ) Herhangi bir genin aktarilmadigi JM
105 hiicrelerinin siipernatant fazi; (3 ve 4); indiiklenmis ve indiiklenmemis
PvLM3Tgl geni igeren 3 saatlik JM 105 hiicrelerinin genel protein profili, (5 ve
6); Indiiklenmis ve indiiklenmemis PvLM3Tgl geni igeren bir gecelik JM 105
hiicrelerinin  siipernatant fazi; (8 ve 9); Indiiklenmis ve indiiklenmemis
PvLM3Tglgeni iceren bir gecelik JM 105 hiicrelerinin siipernatant fazi; (10) Saf
insan LDH proteini.

Jelde, herhangi bir genin aktarilmadigi JM 105 hiicrelerinin siipernatant fazi, IPTG ile
indiiklenmis ve indiilklenmemis PvLM3Tgl geni iceren 3 saatlik JM 105 hiicrelerinin genel
protein profili, indiiklenmis ve indiiklenmemis PvLM3Tgl geni igeren bir gecelik JM 105
hiicrelerinin siipernatant fazi, indiiklenmis ve indiiklenmemis PvLM3Tglgeni igeren bir gecelik
JM 105 hiicrelerinin siipernatant fazi kosturulmustur. PvLM3Tgl proteinin biiylikliigiinii daha
iyi belirlemek i¢in jelde kosturma isglemi yapilirken ayni zaman 33 kDa biiyiikliige sahip saf

insan LDH proteini de kosturulmustur. En iyi gézlenen protein ekspresyonu bir gecelik

orneklerden elde edilmistir. Ancak protein ekspresyonu ¢ok kuvvetli olmadigr i¢in mutant
PvLDH proteinin ifade edildigi western blotlama ile ayrica gdsterilmistir (Sekil 3.5, a3 ve b3)

ve dizi analizi ile mutasyonun yapildigi belirlenmistir.
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(2)

Sekil 3.5 PvLDH’da yapilan mutasyon sonucunda a (3 saatlik) ve b (Bir gecelik) proteinlerin
stipernatantlarin Western blot yontemiyle gosterilmesi. Hatlar ; (1) Markir (SDS 7B); (2) PvLM2Ea; (3)
PvILM3Tgl; (4) PvVLM3Et ; (5) PvLM2Tgll ; (6) Kontrol LDH (PvLDH)

PvLM3Tgl proteininin ekspresyonu kontrol edildikten sonra bu proteinin aktivitesinin

tayini, geni ihtiva eden JM105 hiicrelerinin siipernatant fraksiyonu hazirlandiktan sonra,

PvLM3Tgl proteininin kinetik olarak aktivite tayininin yapilmasi i¢cin bu siipernatant fazi

(b)

kullanarak ve NADH’1n 340nm’deki absorbansina bakilarak yapilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. PvLM3Tgl proteinin kinetik olarak tayini ve aktivitesinin 6lgiilmesi. (LDH aktivitesinin

6lgiilmesi 3 defa tekrar edilmis olup tabloda elde edilen degerlerin ortalamasi verilmistir)

A Asyg / dakika 1mM Pirivat
Indiiklenmemis 0,029
PvLM3Tgl — {3 saat
genini igeren Indiiklenmisg 0,063
IM105 Indiiklenmemis 0,065
. — | Bir gece
Indiiklenmis 0,252
3 saat 0,028
IM105 .
Bir gece 0,032

Belirtildigi gibi PYLM3Tgl proteininde meydana getirilen degisiklige ragmen enzimin
aktivitesini kaybetmedigi goriilmiistiir. Bu durum fenil alaninin 16sine degistirilmesinin protein

konformasyonunu ¢ok degistirmedigini ve enzimin substrati ile olan etkilesiminin devaminin

saglandig1 goriilmiigtiir.
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3.2. Plasmodium vivax LDH’ min Toxoplasma gondii II’ye Benzetilmesi

Ikinci mutagenez galismasi olarak PvLDH’ m aktif bdlge amino terminal ucunda
bulunan 100 ve 103, mutagenez calismasi yapilarak Toxoplasma gondii 11 LDH’na
benzetilmis ve 100, ve 104y mutasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen mutant DNA PvLM2Tgll
olarak adlandirilmistir. Bu amagla ilk 6nce PvLM2TgII’nin iki mutant DNA fragmentleri (A ve
B fragmentleri) elde edilmis ve bunlar PYLDH u¢ primerleri kullanilarak tam uzunluktaki
PvLM2Tgll mutant geni elde edilmistir. Restriksiyon enzimi ile kesim, ligasyon ve
transfromasyon agsamalarinin uygulanmasinin ardindan yine koloni PCR ile bir PvLDH geninin

klonlandig1 gosterilmis ve dogru mutagenezin yapildigi dizi analizi ile onaylanmigtir.

PvLM2Tgll geninin mutant poteini {iretip liretmedigini anlamak i¢in SDS- PAGE ile geni

igeren JM105 bakteri hiicre ekstratinin kontrolu yapilmigtir. Bu iglem igin hiicreler logaritmik

faza (ODggp : 0,6) ulastiginda 1 mM IPTG indiikleyici olarak kullanilarak genin ekspresyonu
artirtlmistir. Bu islem sonras1 protein expresyonu SDS- PAGE ile kontrol edilmistir (Sekil 3.6).
33 kDa biiyiikliigiindeki saf insan LDH proteini, expresyonu zayif olan PvLM2Tgll proteininin
varligmin dogru biiyiikliikte olup olmadiginin takibini kolaylastirmak i¢in jelde kosturulmustur.
En iyi gozlenen protein ekspresyonu bir gecelik oOrneklerden elde edilmistir. JM105
hiicrelerinin protein profillerine bakildig1 zaman IPTG ile muamele edilen 6rneklerin profilleri,
IPTG ile muamele edilmeyen Orneklerin profillerine goére daha belirgin oldugu

gdzlemlenmistir.

04 —
67 —

a0

a0 —

Sekil 3.6. PvLM2Tgll geni igeren JM 105 hiicre siipernatant protein profilinin
gosterilmesi. Hatlar: (1) Markir (LMW); (2 ) Herhangi bir genin aktarilmadigi JM
105 hiicrelerinin siipernatant fazlari; (3 ve 4); indiiklenmis ve indiiklenmemis
PvLM2Tg2 geni igeren 3 saatlik JM 105 hiicrelerinin genel protein profili, (5 ve
6); indiiklenmis ve indiiklenmemis PvLM2Tg2 geni igeren bir gecelik JM 105
hiicrelerinin siipernatant fazi; (8 ve 9); Indiiklenmis ve indiiklenmemis
PvLM2Tg2 geni igeren bir gecelik JM 105 hiicrelerinin siipernatant fazi; (10) Saf
insan LDH proteini.
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Mutant proteinin ifade edilmis oldugu Western blotlama ile de gosterilmistir (Sekil 3.5,
a5 ve b5). PvLM2Tg2 proteinin ekspresyonu kontrol edildikten sonra bu proteinin aktif olup
olmadigini anlamak i¢in geni ihtiva eden JM105 hiicrelerinin siipernatanti materyal ve metoda
belirtildigi gibi hazirlandiktan sonra, PvLM2TglI proteinin kinetik olarak tayini ve aktivitesinin
Olciilmesi i¢in kullanilmis ve tayin NADH’in 340nm’deki absorbansina bakilarak yapilmistir

(Tablo 3.3).

Tablo 3.3. PvLM2Tgll proteinin kinetik olarak tayini ve aktivitesinin 6lgiilmesi. (LDH aktivitesinin

Olciilmesi 3 defa tekrar edilmis olup tabloda elde edilen degerlerin ortalamasi verilmistir)

A Asy / dakika 1mM Piirivat

Indiiklenmemis 0,036

PvLM2Tg2 Indiiklenmis 3 saat 0,135
genini igeren _

IM105 Indiiklenmemis 0,024

Tndiklenmig | DU 86¢€ 0,195

3 saat 0,028

IMI05 Bir gece 0,032

Goriilecegi gibi PvLDH’mn 100g, 103, amino asitlerinin mutagenez yapilarak 100, ve
104y amino asitlerine doniistiiriilerek 7. gondii LDH II’ye benzetilmesi, ayn1 bolgenin 7. gondii
LDH I’e benzetilmesi ile kiyaslandigi zaman, enzim aktivitesinde genel olarak diisme
gozlemlendigi ancak IPTG indiiklemesinden 3 saat sonra alinan &rneklerde yapilan kinetik
Olgiimlerde enzim aktivitesinin 7. gondii LDH I enziminin aktivitesine gore artig gosterdigi
goriilmiistiir. Ancak sdzkonusu amino asit degisikliklerinin yapilmasi1 7. gondii 1 LDH’ inda

oldugu gibi PvLLDH iizerinde enzim aktivitesini ortadan kaldiracak bir etkiye sahip olmamustir.

3.3. Plasmodium vivax LDH’ min Eimeria tenella ’ya Benzetilmesi

Ucgiincii mutagenez calismasi olarak PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki ilave 5 amino
asit ilavesinden Onceki bolgede bulunan 100f, 105, amino asitleri, mutagenez caligmasi

yapilarak 100, 105, amino asitlerine doniistiiriilmiis ve PvLDH’1n s6zkonusu bolgesi Eimeria
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tenella LDH’min ayni bolgesine benzetilmistir. Olusan mutant protein PvLM3Et olarak

adlandirilmastir.

Bu amagla ilk 6nce PvLM3Et’nin iki mutant DNA fragmentleri elde edilmis ve bunlar
PvLM3Et A fragmenti ve  PvLM3Et B fragmenti olarak adlandirilmistir. PCR i¢in mutagenez
primerleri ile birlikte PvLDH ug primerleri kullanilmis ve her iki PCR denemesi ile de beklenen

biiyiikliikkte DNA bantlar1 goriilmiistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu ile uygulanan yonlendirilmis mutagenez yontemiyle ilk
asamada elde edilen PvLM3Et A fragmenti ve PvLM3Et B fragmenti iki asamada PCR ile
birlestirilerek tam uzunluktaki PvLM3Et geni elde edilmistir. Eco RI ve Pst 1 restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesim, ligasyon ve transfromasyon agamalarinin uygulanmasinin
ardindan koloni PCR ile bir PvLDH geninin klonlandig1 gosterilmis ve dogru mutagenezin

yapildig1 dizi analizi ile onaylanmuistir.

Mutant proteinin ekspresyonu ic¢in daha once anlatildig1 gibi hiicreler logaritmik faza
(ODggo: 0,6) ulastiginda 1 mM IPTG indiikleyici olarak kullanilarak genin ekspresyonu
artirilmistir. Bu islem sonrasi alinan protein o6rnekleri SDS- PAGE ile analiz edilmistir (Sekil

3.7).
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Sekil 3.7. PvLM3Et geni igeren JM 105 hiicre siipernatant protein profilinin
gosterilmesi. Hatlar: (1) Markir (LMW); (2 ) Herhangi bir genin aktarilmadig1 JM
105 hiicrelerinin siipernatant fazlari; (3 ve 4); indiiklenmis ve indiiklenmemis
PvLM3Et geni igeren 3 saatlik JM 105 hiicrelerinin genel protein profili, (5 ve 6);
Indiiklenmis ve indiiklenmemis PVLM3Et geni iceren bir gecelik JM 105
hiicrelerinin siipernatant fazi; (8 ve 9); Indiiklenmis ve indiiklenmemis PvLM3Et
geni igeren bir gecelik JM 105 hiicrelerinin siipernatant fazi; (10) Saf insan LDH
proteini.

PvLM3Et proteinin biyiikliigiinii daha iyi belirlemek i¢in jelde kosturma islemi
yapilirken ayn1 zamanda 33 kDa biiyiikliige sahip insan saf LDH proteini de kosturulmustur. En

iyl gozlenen protein ekspresyonu yine bir gecelik Orneklerden elde edilmistir. JM105
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hiicrelerinin protein profillerine bakildigi zaman IPTG ile muamele edilen 6rneklerin profilleri,

IPTG ile muamele edilmeyen 6rneklerin profillerine goére daha giiclii oldugu gézlemlenmistir.

Mutant proteinin ifade edilmis oldugu Western blotlama ile de gosterilmistir (Sekil 3.5,
a4 ve b4). PvLM3Et proteinin ekspresyonu kontrol edildikten sonra PvLM3Et proteininin aktif
olup olmadigimi anlamak i¢in geni ihtiva eden JM105 hiicrelerinin slipernatanti hazirlandiktan

sonra, kinetik olarak analiz edilmistir.

Tablo 3.4. PvLM3Et proteinin kinetik olarak tayini ve aktivitesinin dl¢tilmesi. (LDH aktivitesinin

Olciilmesi 3 defa tekrar edilmis olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir.)

A Asy / dakika 1mM Piirivat
Indiiklenmemis 0,021
PvLM3Et —— - 3 saat

genini iceren Indiiklenmis 0,060
JM105 Indiiklenmemis 0,048

SR . Bir gece
Indiiklenmis 0,220
3 saat 0,028

IM105 -

Bir gece 0,032

Yapilan mutagenezlerin sonucunda PvLM3Et mutant proteini de aktif enzim olugumu
ile sonuglanmustir. 3 saatlik mutant protein 6rneklerinde enzim aktivitesi diisiik olmakla beraber
bir gecelik inkiibasyon sonucunda elde edilen Orneklerde aktif protein olusumu
gdzlemlenmistir. Bu sonug¢ su ana kadar yapilan degisimlere ragmen PvLDH’1n etkilenmeden

enzim aktivitesini silirdiirdiigiinii gdstermistir.

3.4. Plasmodium vivax LDH’ min Eimeria acervulina’ya Benzetilmesi

Dordiinci mutagenez c¢alismast olarak PvLDH’in aktif bolge halkasindaki ilave 5
aminosit ilavesinden onceki bolgede 100F, 103, amino asitleri mutagenez caligmasi yapilara
100;, 103; olarak degistirilmistir. Meydana gelen mutant protein PvLM2Ea olarak
adlandirilmistir. Béylece meydana getirilen amino asit degisimleri sonucunda PvLDH’1n bu
bolgesi yine bir Apicomplexan iiyesi LDH’1 olan FEimeria acervulina’nin LDH’ma

benzetilmistir.
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Bu amagla ilk 6nce PvLM2Ea’nin iki mutant DNA fragmentleri elde edilmis ve bunlar
PvILM2Ea A fragmenti ve PvLM2Ea B fragmenti olarak adlandirilmistir. PCR i¢in mutagenez
primerleri ile birlikte PYLDH primerleri kullanilmis ve her iki PCR denemesi ile de beklenen
biiyiiklikte DNA bantlar1 gériilmiistiir. Ilk asamada elde edilen PvLM2Ea A fragmenti ve
PvLM2Ea B fragmenti iki asamada PCR ile birlestirilerek PvLM2Ea geninin tam uzunlugunun
elde edilmesi saglanmistir. Restriksiyon enzimleri ile kesim, ligasyon, transformasyon, koloni
PCR ve dizi analizlerinin yapilmasi sonucunda dogru genin klonlandig1 ve istenen mutagenezin

yapildig1 goriilmiistir.

PvLM2Ea geninin mutant poteini iretip liretmedigini anlamak i¢in SDS- PAGE ile
geni igceren JM105 bakteri hiicre ekstratinin analizi yapilmigtir. Bu islem igin hiicreler
logaritmik faza (ODgg: 0,6) ulastiginda 1 mM IPTG indiikleyici olarak kullanilarak genin
ekspresyonu artirilmigtir. Bu iglem sonrasi alinan 6rneklerdeki protein expresyonu SDS- PAGE
ile kontrol edilmistir. Jelde, logaritmik faz sonrasi kiiltiirlerden alinan 3 saatlik ve bir gecelik
numuneler kosturulmustur. PvLMZ2Ea proteinin biiyiikliiglinii daha iyi belirlemek icin jelde
kosturma islemi yapilirken ayni zaman 33 kDa biiyiikliige sahip insan saf LDH proteini de
kosturulmustur. En iyi gézlenen protein ekspresyonu bir gecelik orneklerden elde edilmistir.
JM105 hiicrelerinin protein profillerine bakildigi zaman IPTG ile muamele edilen orneklerin
profilleri, IPTG ile muamele edilmeyen Orneklerin profillerine gore daha belirgin oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. PvLM2Ea geni igeren JM 105 hiicre siipernatant protein profilinin
gosterilmesi. Hatlar: (1) Markir (LMW); (2 ) Herhangi bir genin aktarilmadigi JM
105 hiicrelerinin siipernatant fazlari; (3 ve 4); Indiiklenmis ve indiiklenmemis
PvLM2Ea geni igeren 3 saatlik JM 105 hiicrelerinin genel protein profili, (5 ve
6); Indiiklenmis ve indiiklenmemis PvLM2Ea geni iceren bir gecelik JM 105
hiicrelerinin siipernatant fazi; (8 ve 9); Indiiklenmis ve indiiklenmemis PvLM2Ea
geni igeren bir gecelik JM 105 hiicrelerinin siipernatant fazi; (10) Saf insan LDH
proteini
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Mutant proteinin ifade edilmis oldugu Western blotlama ile de gosterilmistir (Sekil 3.5, a2 ve
b2). PvLM2Ea proteinin ekspresyonun sonucu kontrol edildikten sonra bu proteinin aktif olup
olmadigmi anlamak i¢in geni ihtiva eden JM105 hiicrelerinin siipernatantt hazirlanip,
PvLM2Ea proteinin kinetik olarak tayini ve aktivitesinin dl¢lilmesi i¢in bu silipernatant fazi

kullanarak ve NADH’1n 340nm’deki absorbansina bakilarak analiz yapilmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. PvLM2Ea proteinin kinetik olarak tayini ve aktivitesinin 6l¢iilmesi.(LDH

aktivitesinin 6l¢iilmesi 3 defa tekrar edilmis olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir.)

A Asyo / dakika 1mM Piirivat
Indiiklenmemis 0,019
PvLM2Ea S . 3 saat

genini igeren Indiiklenmisg 0,052
IMI05 Indiiklenmemis 0,080

S - Bir gece
Indiiklenmis 0,165
3 saat 0,028

IM105 .

Bir gece 0,032

Goriildugi gibi PvLM2Ea proteininde meydana getirilen enzim degisiklige toleransli oldugu ve

meydana getirilen degisiklige ragmen proteinin aktif oldugu ortaya ¢ikmustir.

3.5. Plasmodium vivax LDH’ nin Theileria parva ’ya Benzetilmesi

Besinci ve son mutagenez ¢alismasi olarak PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki ilave 5
amino asit ilavesinden 6nceki bolge olan amino terminal ucunda bulunan 100, 106 amino
asitlerinin mutagenez calismasi yapilarak 100, ve 106, amino asitlerine doniistiiriilmesini
icermektedir. Olusturulan mutant gen PvLM3Tp olarak adlandirilmis ve PvLDH Theileria
parva LDH’ma benzetilmesi amaglanmigtir. amagla ilk 6nce PvLM3Tp ’nin iki mutant DNA
fragmentleri elde edilmis ve bunlar PYLM3Tp A fragmenti ve PvLM3Tp B fragmenti olarak
adlandirilmistir.PCR i¢in mutagenez primerleri ile birlikte Pv7 ve Pv13 primerleri kullanilmis

ve her iki PCR denemesi ile de beklenen biiyiikliikte DNA bantlar1 goriilmiistiir.
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Yapilan diger mutagenezlerde oldugu gibi ilk asamada elde edilen PvLM3Tp A fragmenti ve
PvLM3Tp B fragmenti iki asamada PCR ile birlestirilerek PvLM3Tp geninin tam uzunlugu
elde edilmistir. Tam uzunluktaki DNA, Eco RI ve Pst I restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesilerek yapiskan uglar olusturularak ligasyona hazirlanmigtir. Restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kesim sonras1 PvLM3Tp DNA’s1 ve klonlamanin yapilacagi ekspresyon vektorii
DNA’s1 jelde kosturulmus ve dogru bant biiylikliikleri goriilmiistiir. Ligasyon sonrasi elde
edilen rekombinant DNA 6rnekleri ve pozitif kontrol olarak hicbir enzim ile kesilmemis vektor,
E coli JM105 hiicrelerine transformasyon yapilmistir. Bu islem sonrasi transformasyonun
sonucu koloni PCR yapilarak kontrol edilmistir. Sonucun koloni PCR ile pozitif gériilmesinden
sonra hazirlanan plazmid DNA o&rnekleri dizi analizi igin gonderilmis ancak sonug¢ negatif
olarak donmiistiir. Biitlin klonlama islemleri ii¢ ayri defa tekrarlanip ayni negatif sonug
almmustir. Klonlama tekrar1 ile beraber PvLDH protein ekspresyonu ve enzim aktivitesi de
kontrol edilmis ancak hicbir enzim aktivitesi goézlemlenmemistir. Dizi analizi, protein
expresyonu ve enzim aktivite Olglimlerinin tamaminin negatif sonu¢ vermesi, dogru
biiytikliiklerdeki DNA bantlar elde edildigi halde mutant PvLDH geninin olusturulamadigini
gostermigtir. Biitiin deneysel uygulamalar ayni olmasina karsin yinede sonug¢ alinamamasinin

muhtemelen PvLM3Tp mutant primerinin hatali olmasindan kaynaklandig diigiiniilmektedir.

4 SONUC

Laktat dehidrogenaz enziminin aktif bolge halkasi 100. ve 110. amino asitler arasinda
yer almaktadir [35]. Apicomplexan subesine ait olan Plasmodium’lar ve diger bazi
Apicomplexan LDH enzimleri (Toxoplasma gondii LDH1 ve LDH2, Eimeria tenella, Eimeria
acervulina, Theileria parva) diger LDH’lardan farkli olarak aktif bolge halkasindaki 108. ve
109. amino asitler arasinda ilave 5 amino asit icermektedir [13, 33, 17, 36]. Laktat
dehidrogenaz enzimindeki bu 5 amino asit insersiyonun dizisi (Plasmodium’lar igin Djoga,
Kiose, Eiosc, Wiosp, Nioge) ve ayni zamanda aktif bolgesinin amino termal ug bolgesindeki
amino asit dizisi (Plasmodium malariae disindaki biitiin bilinen Plasmodium’lar i¢in Fyo, Tio1,
Kio2, A103, Pros, Gios, Kio7, Sios) Apicomplexan tirleri arasinda farklilik géstermektedir [17]
(Tablo 3.6).

Bununla beraber X 1sin1 kristalografisi ¢alismalar ile ii¢ boyutlu yapisi belirlenen
Apicomplexan’larin tamaminda bu 5 amino asit insersiyonu enzimin aktif bolge halkasina yakin
ylizeyinde bir yarik olusturmaktadir [14, 35, 36, 37, 38]. Dolayisiyla ayni yarigin {i¢ boyutlu
yapist bilinmeyen biitiin Plasmodium ve diger bazi Apicomplexan LDH’larinda da
olusturulacag1 diisiiniilmektedir. Plasmodium falciparum LDH’1 (PfLDH) ile yapilan

caligmalar, bu yarigin klorokin ve azol-bazl bilesikler ile bir kompleks meydana getirdigini
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Tablo 3.6. P. vivax LDH’1nin amino asit dizisinin diger baz1 Apicomplexan LDH’larinin amino asit dizisi ile karsilagtirilmasi.

pvivax
toxgol
toxgo2
tparva
etenella
eacervul

pvivax
toxgol
toxgo2
tparva
etenella
eacervul

pvivax
toxgol
toxgo2
tparva
etenella
eacervul

pvivax
toxgol
toxgo2
tparva
etenella

2729 32 48 53 61 65 72 76 85

MTPKPK IVLVGSGM I GGVMATL IVQKNLGD . VVMFDVVKNMPQGKALDTSHSNVMAY SNCKVTGSNSYDDLKGADVVI
........... MAPALVQRRKKVAM I GSGMIGGTMGYLCALRELAD . VWL YDVVKGMPEGKALDDSQATS IADTNVSVTSANQYEK 1AGSDVV I
____________ MTGTVSRRKK I AMIGSGMIGGTMGYLCVLRELAD . VVLFDVVTGMPEGKALDDSQATS IADTNVSVTSANQYEK IAGSDVV I
.............. MSG IRRKL ISL1GSGNIGG IMGYLSQLTELAD. TVFFDIVPNIGAGKSLD IMHANS IQGKAYKCKGTNNYKD IAGSDVCI
........... MAVFEKVRRPK I ALVGSGM I GGTMGFLCSLRELGD . VWL FDVVPNMPAGKALDLCHTAAVADNGVRVQGANSYASLEGADVV I
........... MAVFEKNTRPK I AMVGSGM I GGTMAFLCSLRELGD . VWL FDVVPNMPMGKAMD I SHNSSVVDTG I TVYGSNSYECLKGADVV I

98 109110 116 140 143 156 163 168171173

VTAGFTKAPGKSDKEWNRDDLLPLNNK IMIE 1GGHIKNLCPNAF I 1VVTNPVDVMVQLLFEHSGVPKNK I 1GLGGVLDTSRLKYY I1SQKLNVC
VTAGLTKVPGKPDSEWSRNDLLPFNSK I IRE 1GQN IKKYCPKTF I 1VVTNPLDCMVKVMCEASGVPTNM I CGMACMLDSGRFRRYVADALSVSP
I TAGLTKVPGKSDKEWSRNDLLPFNAK I IREVAQGVKKYCPLAFV 1VVTNPLDCMVKCFHEASGLPKNMVCGMANVLDSARFRRF IADQLE ISP
VTAGLAKAPAKSNEEWNRDDLVAFNAK I I TEVAEN IKKYAPKAFV 1V I TNPMDVMVHLMLKVTGFSKNMVVGMGGLLDSSRMNCY IAEKLGVNP
I TAG I TKAAGKSDQEWSRKDLLPVNVK I LREVGAAIKQFCPHAFV IN 1 TNPLDVMVAALREAAGLPAARVCGMAGVLDSARFRRLLADRLGVSP
ITAGI TKIPGKSDKEWSRMDLLPVN IK IMREVGAA IKSYCPNAFV IN 1 TNPLDVMVAALQESSGLPHHR I CGMAGMLDSSRFRRM I ADKLEVSP

188 195 204 237 243246 250 270
RDVNAL IVGAHGNKMVLLKRY ITVGGIPLQEFINNK.KITDEE.VEGIFDRTVNTALEIVNLLASPYVAPAAAI IEMAESYLKDIKKVLVCSTL
RDVQATVIGTHGDCMVPLVRY I TVNGYP 1QKF IKDGVVTEKQLEETAEHTKVSGGE I VRFLGQGSAYYAPAASAVAMATSFLNDEKRVIPCSVY
RDIQATVIGTHGDHMLPLARYVTVSGFPLREF IKKGKMTEAKLAEIVERTKKAGGE IVRLLGQGSAYYAPALSAI TMAQAFLKDEKRVLPCSVY
KYVHGSVIGAHGDSMIPLVSRSTVYGIPILDFVEKGYLTHEDIKEIEERT I TSAIEILKLYGSGSSYFAPATAAIEMASAY LNDKKSVFPCSCY
RDVQAMVLGVHGDNMVPLSRFATVNGVPLGELARQGW I SEAEIREVERQTRAAGGD I VRLLGQGSAYFAPGAAAVAMAEAYLKDQKRVFVCSCY
RDVQGMV 1GVHGDHMVPLSRYATVNG I PLSEFVKKGW IKQEEVDD IVQKTKVAGGE 1 VRLLGQGSAYYAPGASA IQMAESYLKDRKRVMVCSCY

280 290 311 318 322
LEGQYGHS _.NIFGGTPLVIGGTGVEQV IELQLNAEEKTKFDEAVAETKRMKALI
CNGEYGLK.DMFI1GLPAVIGGAGIERVIELELNEEEKKQFQKSVDDVMALNKAVAALQA.
CQGEYGLH.DMFIGLPAVIGGGGIEQVIELELTHEEQECFRKSVDDVVELNKSLAALG.
LEGQYGHK.EVYCGTPAVIGANGVEKVLELKLTPQEQQKFNDSIKEIRRLESLIK.
LEGPYGVR .GHCLGVPCVVGAGGVERV IELPLDAREAQLLQAS IDEVREMHRQLAAADAAAE
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gostermis ve bunlarin enzim {izerine olan inhibitor etkisi belirlenmistir [39, 40]. Ayrica yapilan
molekiiler modelleme galigmalar1 gossipol tiirevi olan gossilik nitril-1,1" diasetat’in (GNDA)
PALDH’1n bu yarik bolgesinde barindirilabilecegini fakat insan LDH’1inda bu yarik bulunmadigi
i¢in s0zii edilen inhibitdriin LDH 1n yapisina kabul edilmeyecegini gostermistir [41]. P/LDH ile
yapilan bu c¢aligmayr aym yarik bdlgesine sahip olan diger Plasmodium’lar ve
Apicomplexan’lar igin de genellemek miimkiindiir.

Plasmodium’larm  ve diger Apicomplexan’larin laktat dehidrogenaz enzimleri
karsilastirildigi zaman 100. ve 110. amino asitler arasinda yer alan aktif bolge halkasindaki bazi
amino asitlerin korundugu gézlemlenmistir. Bununla beraber enzimin aktif bolgesindeki amino
termal u¢ bolgesinde (100g, 1011, 102k, 1034, 105p, 1065, 107k, 108s) bulunan amino asit dizisi
Plasmodium’lar ve diger bazi Apicomplexan’lar arasinda (Toxoplasma gondii LDH1 ve LDH2,
Eimeria tenella, Eimeria acervulina, Theileria parva) veya ayni zamanda Apicomplexan’lar
icinde de cesitlilik gostermektedir [17]. Laktat dehidrogenaz enzimi i¢in yapisal olarak énemli
olan bu amino asitlerin rollerini daha iyi anlayabilmek i¢in bu tez calismasinda yonlendirilmis
mutagenez c¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla ¢esitli canlilarda hastalifa sebep olan bazi
Apicomplexan’larin ( Toxoplasma gondii, Eimeria acervulina ve Eimeria tenella, ve Theileria
parva) LDH’lariin diinyada ve Tiirkiye’de en yaygin Plasmodium tiirii olan Plasmodium vivax
laktat dehidrogenaz enziminin aktif bolgesinin amino termal u¢ bolgesindeki (100g, 101, 102,
1034, 105p, 1065, 107k, 108s) amino asit dizileri Plasmodium’larla birlikte Apicomplexan’lar
icin de genel ila¢g tasarim g¢alismalarinda hedef bdlge olarak kullanilabilmesi konusunda
aciklamalar getirilmesi i¢in Plasmodium vivax LDH’1 igerisinde taklit edilerek bu amino
asitlerin dnemleri, enzim tizerindeki etkinligi ve meydana getirdigi degisimler arastirilmstir.

Bu calismada Plasmodium vivax LDH’min aktif bolge halkasi amino terminal ucu
amino asitlerinin yonlendirilmis mutagenez ile, Toxoplasma gondii 1 ve 11, Eimeria acervulina
ve Eimeria tenella LDH’larma benzetilmesi amaciyla amino asit degisikliklerinin yapilmasi
sonucunda, enzim aktivitesinin korundugu goriilmiistiir. Genel olarak PvLDH enzim
aktivitesinde yabanil tip proteine [33] gore bir diisiis gerceklesmis olmasina karsin, enzim
substrat1 ile olan baglantisin1 kaybetmemis ve dolayisiyla enzim aktivitesi korunmustur.
S6zkonusu bolgeye miidahale sonucunda enzim aktivitesinin diismesi ile birlikte, son
zamanlarda yapmis oldugumuz bir ¢alismada [50] bu tezde calisilan aktif bolge halkasinin
devami olan ilave 5 amino asitin bulundugu bélgenin tamamen ¢ikarilmasi durumunda enzim
aktivitesinin tam olarak ortadan kalkmasi, bu bolgenin ila¢ tasarim g¢aligmalar1 ig¢in gerek
Plasmodium gerek diger Apicomplexan’lar igin ideal bir hedef olarak kullanilabilecegi fikrini

desteklemektedir.
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