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OzET

THEILERIA ANNULATA'NIN ENOLAZ ENZIMIiNi KODLAYAN GENIN
INTRONSUZ OLARAK KLONLANMASI, ENZiMiN iFADE EDILMESi,
SAFLASTIRILMASI VE KiNETIK KARAKTERIZASYONU

Ebru CAYIR

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK

Tropikal theilorisis, Hyalomma cinsi kenelerce tasinan apikompleksan paraziti Theileria
annulata araciligiyla yiksek verimli sigirlarda enfeksiyona ve yiiksek oranda morbidite
ve mortaliteye neden olmaktadir. Bu nedenle tropikal theilorisis biyik ekonomik
kayiplara neden olan yaygin ve dnemli bir hastaliktir. Son yillarda parazitin hastaligin
tedavisinde kullanilan en etkin ilaca karsi direng gelistirdigi bildirilmistir. Bu durum,
alternatif tedavi yontemlerine ihtiya¢ dogurmustur.

Glikolizis, Theileria annulata'nin ATP eldesinde, canlligl ve virlilansinda ¢ok énemli bir
rol oynamaktadir. Bu nedenle bu yolak, antitheilerial ilaglar icin aday olan
hedeflerdendir. Enolaz 2-fosfogliserikasidin (2-PGA) ve fosfoenolpiriivatin (PEP) tersinir
doénisimiini katalizleyen kilit bir glikolitik enzimdir. Ayrica, son yayinlar ile enolazin,
bazi patojenik organizmalarin hiicre yizeyinde ifade edildigi belirtilmistir. Hicre
ylzeyindeki enolaz, plazminojen baglanma reseptori olarak gorev almakta ve dokuya
invazyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. Enolaz, Theileria annulata icin kilit bir glikolitik
enzim ve plazminojen baglanma reseptorii olmasi olmasindan dolayi, tropikal
theilorisis tedavisinde makromolekiler bir hedef olarak secilebilir.

Bu calismada Theileria annulata'nin enolaz enzimini kodlayan gendeki intron dizisi PCR
temelli yonlendirilmis mutagenez ile uzakkalstirilmis ve bu gen pGEM-T Easy vektoriine
klonlanmistir. intronun uzaklastiriimasi DNA dizi analizi ile onaylanmistir. Bu gen daha
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sonra C-terminalinde 6 Histag kuyrugu iceren pLATE31 vektériine altklonlamis ve
Escherichia coli BL21(DE3) hiicrelerinde ifade edilmistir. ifade edilen enzim Ni-NTA
agaroz kolon kullanilarak afinite kromatografisi araciligiyla saflastirilmistir. Enzime ait
kararli hal kinetik verileri GraFit 3.0 ile tanimlanmistir.

Theileria annulata'ya ait RNA 6rneginin yoklugundan dolayi, yapiya dayandirilmis ilag
tasarimi calismalarina uygun olacak aktif enzimin Uretilmesi icin, gendeki intron
dizisinin uzaklastirilmasinda PCR temelli yonlendirilmis mutagenez kullanilarak bir
strateji gelistirilmistir. Bilgimiz dahilinde, bu ¢alisma orjinal intron dizisini igeren
genden aktif enzimin Uretilmesi amaciyla ilk kez uygulanmistir. Aktif enzimin ifadesi ve
saflastirilmasi yeni ilag tasarim calismalari ve hastaligin yok edilme stratejileri igin
onemlidir.

intron uzaklastirilmasini takiben saf rekombinant Theileria annulata enolazinin yiiksek
miktarda eldesi (30 mg/litre kaltlr) yuksek saflik derecesinde (>% 95) saglanmistir.
Saflastirilan proteinin molekil agirhgr SDS-PAGE'te amino asit sekansindan hesaplanan
kiitle dogrulamasi ile yaklasik olarak 48 kDa buyukligiinde tek bant vermistir. 2-
PGA'nin substrat olarak kullanildigl enzim aktivite ol¢limleri, spesifik aktivite degerini
43 U/mg, Km=106 UM, Vinax=0,132, keat=37 s ve keat/Km=3,5%x10° M .s * olarak vermistir.
Bu degerler bu parazit icin ilk defa tanimlanmistir ve enolaz enziminin buylk
miktarlarda eldesi yeni antitheilerial ilaglarin tasarimina yonelik daha ileri kinetik ve
yapisal karakterizasyon g¢alismalarina olanak saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Theileria annulata, enolaz, PCR temelli yonlendirilmis mutagenez,
protein miihendisligi ve enzim kinetigi, yapiya dayandirilmis ilag tasarimi
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ABSTRACT

CLONING OF ENOLASE GENE WITHOUT INTRON, EXPRESSION,
PURIFICATION AND KINETIC CHARACTERIZATION OF THE
ENZYME FROM THEILERIA ANNULATA

Ebru CAYIR

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK

Tropical theileriosis is caused by infection with the apicomplexan parasite Theileria
annulata that is spread by ticks of the genus Hyalomma and high rate morbidity and
mortality in high efficiency cattle. Thus, tropical theileriosis is a common and
important disease causing huge economic losses. In recent years, parasite resistance
has been reported to most effective antitheilerial drug used for the treatment of this
disease. This situation has given rise to the need for alternative methods of treatment.

Glycolysis play crucial roles in the ATP supply, important for the viability and virulence
of Theileria annulata. This pathway is, therefore, candidate targets for antitheilerial
drugs. Enolase is a key glycolytic enzyme that catalyzes the inter conversion of 2-
phosphoglycericacid (2-PGA) and phosphoenolpyruvate (PEP). Also, recent reports
described that enolase expressed at the cell surface of several pathogenic organisms.
The surface enolase acts as a plasminogen-binding receptor and plays an important
role in tissue invasion. Since enolase is a key glycolytic enzyme and plasminogen-
binding receptor for Theileria annulata, enolase can be selected as a macromolecular
target of therapy of tropical theileriosis.
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In this study, an intron sequence present in Theileria annulata enolase enzyme gene
was removed by PCR site directed mutagenesis and the gene was cloned into pGEM-T
Easy vector. Removal of intron sequence was confirmed by DNA sequencing. The gene
was than subcloned into pLATE31 vector, having an C-terminal 6xHistaged sequence,
and exspressed in Escherichia coli BL21(DE3) cells. The enzyme was purified by affinity
choromatography using Ni-NTA agarose coloumn. Staedy state kinetic parameters of
the enzyme was determined using GraFit 3.0.

Because of lack of RNA sample from Theileria annulata, a strategy has been design by
using PCR site directed mutagenesis for removal of an intron sequence from a gene
with the ultimate aim of producing active enzyme that will be available for structure
based drug design studies. To our knowledge, present study is first to be applied with
the aim of production of active protein from a gene that originally had an intron
sequence. Expression and purification of active enzyme is of importance for novel drug
design research and strategies to overcome the diseases.

High quantities (30 mg per liter culture) of pure recombinant Theileria annulata
enolase has been obtained in a higly purified form (> 95 %) following intron removal.
Molecular weight of purified protein gave a single band on SDS-PAGE at about 48 kDa
that is in aggrement with the mass calculated from the amino acid sequence. Enzyme
kinetic measurements using 2-PGA as substrate gave a specific activity of 43 U/mg,
Kmn=106 uM, Vnax=0,132, kat=37 st and kca,t/Km=3,5x10S M™.s. These values have been
determined for the first time from this parasite and availability of large quantities of
enolase enzyme will facilitate further kinetic and structural characterization towards
design of new antitheilerial drugs.

Keywords: Theileria annulata, enolase, PCR site directed mutagenesis, protein
engineering and enzyme kinetics, structure based drug design
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Tropikal Theileriosis

Theileria diinyanin pek ¢ok bolgesinde yabani ya da evcil Bovidae (gevisgetiren bir cift
toynakli familyasi) tirlerini ve bazi tirleri kiicik gevis getiren hayvanlari da infekte
eden zorunlu intraseliler bir protozoon parazitidir. Bu parazitler, Ixodidae ailesine ait
Hyalomma cinsi keneler tarafindan bulastiriir ve hem omurgali hem de omurgasiz
konakta karmasik bir hayat doénglst vardir [1]. Theileriosis, Piroplasmorina alt
takimindaki Theileria cinsine ait protozoonlar ile meydana gelen enfeksiyonlardan

kaynaklanan bir hastaliktir [2].

Sigirlarda, Theileria parva (T. parva), T. annulata, T. mutans, T. taurotragi, T. velifera, T.
sergenti/buffeli/orientalis olmak Uzere alti Theileria turi bulunmaktadir. Bu turler
arasinda patojenite, morfolojik, biyolojik ve genetik yonlerden énemli farkliliklar vardir.
Bunlardan T. parva ve T. annulata en patojen iki tir olup, sigirlarda lenfoproliferatif
karakterde, yliksek morbidite ve mortalite ile seyreden hastaliklara neden olurlar [3],

[4], [5], [6].

Tropikal theileriosis sigirlarda Theileria annulata’nin neden oldugu yaygin ve 6nemli bir
hastaliktir [7], [8]. Hastalik ozellikle verim orani yiksek sigir irklarinda morbidite ve
mortaliteye neden olarak biylik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu hastaliga bagh
olarak konakecida yiiksek ates, anemi ve lenf bezlerinde biyliime gibi klinik bulgularin

yaninda konakg¢inin kaninda ve kanin biyokimyasinda dnemli degisimler meydana gelir



[9], [10], [11], [12], [13], [14], [15]. Theileriosisli sigirlarda parazitlerin lenfositlerde

cogalmasi ile lenfositler parcalanmakta ve immun sistem bozulmaktadir [9].

Tirkiye’de theileriosis ile ilgili arastirmalar, uzun yillar lenf ve perifer kan frotilerinin
mikroskobik bakisina gore, son yillarda ise serolojik ve molekiler yontemler ile
yapilmistir.  Bu ¢alismalar, Turkiye’de sigirlarda patojen Theileria tirlerinden
T.annulata’nin yiksek oranda bulundugunu goéstermistir (Sekil 1.1) [3]. T. annulata;
Kuzey Afrika, Gliney Avrupa, Orta Dogu, Hindistan, Cin, Asya’nin bir bolimu ile Nil
Vadisi'nden Sudan’a kadar uzanan genis bir cografyada sigir, manda ve zebularda
gorilen bir turdir [3], [16], [17]. Bu parazit Akdeniz yoresi, Ortadogu, Kafkasya, Orta
Asya, Glneydogu Asya'da yaygin olarak gozlenmistir. Tlrkiye'de Orta Anadolu, Dogu
Anadolu, Karadeniz, Marmara, Ege, Akdeniz, Glineydogu Anadolu bdlgelerinde

yaygindir [18].

T. buffeli

Sekil 1. 1 Theileria tlrlerinin cografik dagilimi [19]

1.1.2 Theileria Tiirlerinin Yasam Dongiisii ve Patogenezi

Theileria tirlerinin hayat siklusu Ixodidae ailesinde yer alan keneler ile sigir, koyun,
keci, manda, zebu ve geyik gibi ruminantlar ve equideler arasinda gecger [20], [21].
Memeli hayvanlarda parazitlerin hayat siklusu, arakonak kenenin nimf ve eriskin
safhada kan emme esnasinda sporozoitleri vermesiyle baslar [3]. Lenfoid hiicrelere
giren sporozoitler sizontlari olusturmak Uzere gelisirler. Buna paralel olarak konak

hicrede transformasyon ve bdélinme baslar. Sizont igerisinde meydana gelen
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merozoitler eritrositlere girerek piroplasmik formlari olustururlar [3], [16], [17], [20],
[22]. Ac larva veya nimf safhasinda vektor keneler enfekte konaktan kan emerken,
kanla birlikte piroplasm formlari alir ve kenenin bagirsak lumeninde gametogenez ve
fertilizasyon gerceklesir. Mikrogametin makrogameti dollemesi sonucu olusan zigot,
mide epitellerine girer ve hareketli kinetler olusur. Kinetler mide duvarini delerek
tukdrik bezlerine ulasir ve burada sporogonik ¢ogalma sonucunda binlerce sporozoit

meydana gelir [3], [17], [20], [22] (Sekil 1.2).

Sporozoitler ——

= Trophozoite
Sporozoitler \

STy \./ < Schizont
e

.
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klonal
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T. parva
TveB
hiicreler

Sporoblast

T. annulata /./T)W

T. parva
Rhipicephalus spp \ Hyalamma spp

$) o T. annulata
= £ macrophaglar
Kinete : 1 ¢ v ve B hscrgler Merozoitlerin
i diferensiyonu
o
e

/ Merozoitler

T annulata'da
piropilazmalarin
cogalmasi

Gametler y
. Gametositler

Sekil 1. 2 Theileria annulata'nin yasam doéngust [23]

Theileria parazitinin vektor kene tarafindan sporozoitlerin verilmesiyle olusan dogal
enfeksiyonlarda veya sizontlarla enfekte kanin subkutan verilmesi sonucu olusturulan
deneysel enfeksiyonlarda hastaligin siddeti oldukga farklidir. Bazi tirler ileri derecede
patojen etkiye ve yliksek mortaliteye, bazi tirler disik patojen etkiye sahipken, bazi
tirler ise patojen degildir. Hastaligin patojenitesi lzerine konagin dogal direnci veya

duyarhligi etki eder [20].

Hastaligin patogenezi parazitin lenf hiicreleri ile eritrositlerde yaptig tahribat sonucu
ortaya cikar [3]. Ozellikle sizogoni evresinde, retikuloendotelyal sistem (RES),

Mononiklear Fagosit Sistemi (MPS) inhibe olur ve kan hiicrelerinin Gretimi baslangicta



yavaslar ve sonra hastalik tablosu agirlastikca durur [18], [20], [24]. Bu tahribatin
olusmasinda T. parva’da sizontlar; Theileria mutans ve bazi non-transformik tirlerde
(T. sergenti/buffeli/orientalis) lenf yumrulari, dalak ve karacigerde sizontlar gegici
olarak saptanmakla birlikte, piroplasmlar; T. annulata’da ise hem sizontlar hem de

piroplasmlar etkin rol oynar [3], [6], [25], [26], [27], [28].

1.1.3 Tropikal Theileriosis Tedavisinde Kullanilan ilaglar

Hastaliga karsi cesitli kontrol metotlari uygulanmaktadir. Bunlar vektor kene ile
micadele, kemoterapi ve asilamadir. Vektor kene miicadelesinde kullanilan
akarisitlerin pahali olmasi, ilaglarin sigirlarda et ve siite ge¢mesi, cevreyi kirletmesi ve
uzun sdre kullanilmalarina bagh olarak bunlara karsi bagisiklik gelismesi hastalikla

miicadelede karsilasilan sorunlardan bazilaridir [7], [29], [30].

Yine asilamanin olmadigi pek c¢ok (ilkede hastaliga karsi tedavi kemoterapi

(Parvaquone, Buparvaquone) ile yapilmaktadir [7] (Sekil 1.3).

a b
0 (.':H3 o
CH
Xl Of Q0
OH CH4 0
0
Sekil 1. 3 Buparvaquone (a) ve parvaquone'un (b) kimyasal yapilari [29]

Ancak ilagla tedavi cok pahali olup erken donemde baslanilmadiginda iyi sonug
vermemektedir [7], [8], [31]. Tropikal theileriosis'e karsi 1990’li yillara kadar arsenik
preparatlari, antimon ve bizmut bilesikleri, glimus bilesikleri, acridin grubu bilesikler,
Uree-quinoleine biguanide deriveleri, 4 ve 8-amino gqinoleine deriveleri, diazo-
aminobenzol deriveleri, sulfonamitler, antibiyotikler ve biyolojik maddeler
kullanilmistir [32], [33], [34], [35]. 1990l yillarin ortalarina kadar tropikal theileriosisin
tedavisinde, manoctone, parvaquone ve buparvaquone gibi
hydroxynaphytaquinone’lar ve halofugione gibi quinazolinone’lar kullanilmistir [32],

[36], [37]. Glnimizde s6z konusu ilaclara ilave olacak glicli bir alternatif mevcut



degildir. Buparvaquone’un yapilan in vitro ve in vivo denemeler sonucunda en etkili

anti-theilerial ilag oldugu bildirilmistir [36], [38].

Tek basina kenelerle micadele veya kemoterapi hastaliga karsi etkin bir koruma
saglayamamaktadir [8], [39]. Tropikal theileriosise karsi makrosizont ile enfekte hiicre
kaltard (canli-atentiye) kullanilarak asilama korunmada 6nemli bir yer tutmaktadir.
Canh ateniiye asilar Turkiye de dahil pek cok Ulkede kullaniimaktadir [7]. Tlrkiye’'de
uygulanmakta olan asi T. annulata’nin Ankara susundan hazirlanmakta ve her hayvana
10’ enfekte hiicre dozunda verilmektedir [40]. Bugin cok sayida tlkede kullanilan ve
etkin bir koruma sagladigl ifade edilen canli attenuye asilarin da bazi dezavantajlari
vardir. Bunlarin basinda, asinin hazirlanmasinin zor ve zaman alici olmasi, her asi
serisinin kontroliniin pahali olmasi, endemik stabil olmayan bolgelerde asinin
tekrarinin gerekmesi sayilabilir. Rekombinant subunit asilarin gelistirilmesiyle bu

olumsuzluklarin giderilmesi amaclanmaktadir [39].

1.1.4 Yeni Tedavi Yéntemine Duyulan ihtiyag

Gelistirildikleri yildan itibaren parvaquone [31] ve buparvaquone [41] bu ilaglara higbir
direnc gelisimi olmadan yillarca sigirlardaki Theileria infeksiyonlarinin tedavisinde etkin
bir sekilde kullanilmistir. Diinyada bu hastaligin yaygin olarak gorildigi bolgelerde,
buparvaquone’in 2010 yilina kadar tropikal theileriosis tedavisinde kullanilan en etkili

ilag oldugu bildirilmistir [42].

Diger protozoonlardan P. falciparum [43] ve T. gondii [44] icin naphtoquinone,
atovaquone ilaglarina karsi direng gelistigi daha once rapor edilmistir. Bununla birlikte
literatlrde ilk kez buparvaquonea karsi direng gelisiminin oldugu 2010 yilinda yapilan
bir calismada bildirilmistir [42] ve bunu 2012’de yapilan bir baska ¢alisma takip etmistir
[45].

Birinci calisma Tunus’ta yer alan bir ciftlikte yapilmistir. Bu ¢alismada, yedi sigirdan
dort tanesi tropikal theileriosis hastaligindan dolayl buparvaquone ile iki konvensiyonel
dozda veya cift doz ilacin tek seferde injeksiyonundan sonra dlmiuslerdir. Bu ¢alisma T.
annulata’da buparvaquone’a karsi direnc¢ gelisiminin ilk in vivo kanitini géstermistir

[42]. ikinci direng vakasi, iran’in giineyinde yer alan Fars Province’de kaydedilmistir. Bu



calismada, sekiz hayvandan yedi tanesinin tek (5 vaka) ve gift (2 vaka) dozda
buparvaquone (2.5 mg/kg) ile injeksiyonundan sonra bu ilaca karsi gelisen direncin bir
sonucu olarak oldukleri bildirilmistir. Ayni ¢alismada, parazite ait mitokondrideki
sitokrom b’de bulunan bir nokta mutasyonu oldugu gosterilmistir ve parazitin
buparvaquone tedavisine karsi gostermis oldugu direncin bu mutasyondan

kaynaklanabilecegi 6ne strlilmistiir [45].

Tunus’ta ilag direncinin yayginlasip yayginlasmadigi heniiz bilinmemektedir; bununla
birlikte diinyanin bazi bolgelerinde tedavideki basarisizliklarin daha yaygin hale geldigi

veterinerler tarafindan bildirilmektedir [42].

Bu durum farkli sekilde etki gosteren ve sirekli kullanilabilecek olan yeni anti-theilerial
ilaglarin tasarimina olan ihtiyacin 6nemini vurgulamaktadir ve bu nedenle direng
gelisimi yayginlasmadan ilag tasarim g¢alismalari yapilmalidir. Genom galismalari ve
genlerin karakterizasyonu anti-parazitik ilaglarin dizayni icin yeni potansiyel hedefler
olan elzem metabolik enzimler lzerine yogunlasan calismalarin 6nlini acacaktir [46],

[47].

1.1.5 Enolaz Enzimi ve ila¢ Tasariminda Kullanim Potansiyeli

Fosfopirlivat hidrataz olarak da bilinen enolaz, 1934 yilinda Lohman ve Mayerhof
tarafindan bulunmustur [48]. Enolaz, hiicre fonksiyonu icin hayati 6nem tasiyan iki
metabolik yol olan glikoliz ve glikoneogenezde D-2-fosfogliseratin (2PGA) ve
fosfoenolpirtivatin (PEP) tersinir bir sekilde birbirine dontsimiini gerceklestirmekle
sorumlu olan bir enzimdir. ileriye dogru olan reaksiyon glikolizin dokuzuncu basamagi,
geriye dogru olan reaksiyon ise glikoneogenezin ilk basamagidir [49], [50] (Sekil 1.4).
Enolaz katalizérligiinde olusan ileri reaksiyon triuni PEP, glikoliz ile ATP eldesindeki

ikinci en yliksek enerijili ara Grlindir [51].



Al P _\1 P Glikeliz

m ——% Glukoz & fosfat emmrerd Fosfo Fruktoz 6 fosfat

Hekzokinaz glikoz izomeraz

_— ATP
Fosfo frukto |
kinaz
5 ADP
Dihidroksiasetonfosfat [Rassed Fruktoz 1,6 difosfat
S Aldolaz
Trioz fosfo B
izomeraz < Gliseraldehit fosfo
Gliseraldehit 3 fosfat ﬂﬂ% 1,3 difosfat gliserat
- ¥
NAD:  wapy  Fosfe o ATE
gllsera't !
kinaz |~ ADP

Fnsfn gliserat mutaz

Fosfoenol piriivat

ADP —_
| Pirtivat kinaz

ATP &

Sekil 1. 4 Glikolitik metabolik yolun sematik olarak gésterimi [48]

Bu enzim, katalitik aktivitesi icin metal iyonu magnezyuma (Mg*?) gereksinim duyan bir
metalloenzimdir. Enolaz arkebakterilerden memelilere kadar pek ¢ok organizmada
bulunur ve enolazi kodlayan genin dizisi yliksek oranda korunmustur [48], [52].
Omurgalilarda, enzim (g izoform halinde bulunur: a-enolaz (Enol) insan dokularinin
neredeyse tamaminda, B-enolaz (Eno3) genellikle kas dokularinda ve y-enolaz (Eno2)
sadece néron ve noroendokrinal dokularda bulunur [48], [53]. Her bir enolaz izoformu
sekans ve kinetik 6zellikler agisindan yliksek oranda benzerlik gosterir [48], [54], [55],
[56]. Enzimatik olarak aktif olan enolaz enzimi dimerik (homo- ya da heterodimer)

formda bulunur ve birbirlerine antiparalel olan iki alt tGiniteden olusur [48], [56], [57].

a-enolaz enzimatik olarak aktif dimerler olusturmak icin diger enolaz izoformlari ile (a,
B, ve y) ve pirlivat kinaz, fosfogliserat mutaz ve aldolaz gibi diger glikolitik enzimlerle
direkt olarak etkilesebilir. Enzim ayni zamanda F-aktin ve tubulin gibi mikrotlibll ag
proteinlerine baglanabilir; hiicre ylizeyinde bulunabilir; plazminojen ve plazmine
baglanabilir ve diger membran proteinleri ile etkilesebilir [48] (Sekil 1.5).
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Enolaz

A

Glikolitik 4 Plazminajen
enzimler 1%
N

a-enolaz

Membran DNA

proteinleri
Mikretiibiiller

Sekil 1. 5 Enolazin diger niiklear, sitoplazmik ve membran proteinleri ile olan etkilegimi
(48]
llac tasarim calismalarinin ilk asamasi parazitin yasamasi icin elzem olan
makromolekiiler bir hedefin belirlenmesidir. Bu baglamda glikolitik enzimler umut vaat
eden adaylardir [58]. Yapilan calismalarda, herhangi bir glikolitik enzimin
inhibisyonunun parazit yasaminin da inhibe olmasina sebep olacagi 6ne sirilmustur
[59], [60]. Bir protein molekilinl ilag hedefi haline getirebilmek icin konaktaki
homologundan ayirt edilebilir bir sekilde farkli olmasi ve bu proteinin parazitin yasami
icin elzem bir metabolik basamakta yer almasi gerektigi vurgulanmistir. Bu gibi
molekillerin veya yapisal domainlerin asi dizayni i¢in Ustlin aday antijenler olabilecegi

bildirilmistir [59].

Metabolik potansiyellerini belirlemek icin vyapilan Theileria ve Plasmodium
parazitlerinin karsilastirmali genom dizisi analizleri her iki parazitte de eksiksiz bir TCA
donglisinlin tam olarak fonksiyonel olmadigini géstermektedir [61]. Yapilan ¢alismalar
glikolizin, Plasmodium’da oldugu gibi Theileria’da da enerji Uretimi igin temel yol
oldugu 6ne slirtilmustir [62]. Akat [63], Theileria annulata Elazig ve Ankara soylarinin
enolaz nuikleotid dizisini karsilastirdigi zaman, aralarinda 37 bazlik farklihgin 3 amino
asit degisikligine sebep oldugunu tespit etmistir. Ayrica T. annulata enolazi (TaENO) ile
konak Bos taurus’taki esdegeri olan kas enolazini amino asit diizeyinde karsilastirdigi
zaman, T. annulata enolazinda konak Bos taurus’ta bulunmayan, biri pentapeptid
digeri dipeptid olmak (izere iki insersiyon bdélgesinin varligini tespit etmistir. Bu iki

insersiyonun yapilan modelleme calismalari sonucunda konak Bos taurus enolazinda



bulunmayan birer halka olusturdugunu ve olusan bu halkalarin spesifik enzim

inhibitorleri icin birer baglanma bolgesi olabilecegini 6nermistir.

Enolazin enerji eldesi igin gerekli glikolitik bir enzim olmasinin yaninda, hiicre
yluzeyinde bulunmasinin parazitin enfeksiyon siirecine katki sagladigini gosteren
calismalar bulunmaktadir. Yapilan calismalarda glikolitik bir enzim olan enolazin bir¢cok
prokaryotik ve Okaryotik hiicre sitoplazmasinda ve hiicre vyizeyinde yer aldig
saptanmis ve birgok fizyolojik ve patofizyolojik durumda rol aldigi belirtilmistir [64].
Enolazin, insan [65, 66], Schistosoma bovis [67], Streptococcus pneumoniae [68],
Schistosoma japonicum [69], A grubu streptococci [70], Leishmaia mexicana [71, 72],
Trypanosoma cruzi [73], Trichomonas vaginalis [74], Candida albicans [75] ve
Plasmodium falciparum [76] gibi bircok canhnin hiicre yilzeyinde plazminojen

reseptori olarak gorev aldigi belirtilmistir.

DENO OFPA -:(PAR @ plasminogen

Patojen
{Brnegin; Gram pozitif bakteriler, Candida
alkicans, diger parazitler)

T
= o,
<

!

Kollagenazin aktivasyonu ve fibrin ve hiicredisi matriksin (laminin,
fibronektin) pargalanmasi

Sistemik Enfeksiyon

Sekil 1. 6 Bazi patojenler icin konak dokuya gecis mekanizmasi (ENO: enolaz, PA:
plazminojen aktivatori, PAR: plazminojen (aktivator) reseptori) [64]

Plazminojen reseptori enolaz ile hicre yizeyindeki plazminojen seviyesindeki artisi,
patojene hizli bir sekilde proteolitik enzim kaynagi saglamaktadir. Bu enzimler,

konaktaki hiicre disi matriksin gecirgenligini arttirmakta ve parazitin dokuya gecisini
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hizlandirmaktadir. Enolazin birgok invazif patojenin ylzeyinde bulunmasi ve dokuya
invazyonda onemli bir rol almasi da belirli enfeksiyonlarda tani araci olmasini ya da

tedavi sureci igin hedef molekiil olarak segilmesini uygun hale getirmektedir [64].

Tim bu bilgiler 1s18inda, T. annulata'nin temel enerji eldesi kaynagl olan glikolitik
yolakta dnemli bir rol alan ve yapilan son g¢alismalarla hiicre yuzeyinde plazminojen
reseptori olarak da, parazitin konak hiicreye invazyonuna katki saglayan enolaz
enzimi, konak Bos taurus enolazi ile aminoasit diizeyinde belirli farkliliklar icermesi

nedeniyle inhibitér ¢alismalari igin uygun bir hedef niteligindedir.

1.1.6 Yonlendirilmis Mutagenez ve Protein Analizlerinde Kullanimi

Genlerin fonksiyonunu anlayabilmek igin DNA dizisini degistirmek ve bu degisikligin
yapisal ve fonksiyonel olarak etkisini incelemek énem tasimaktadir [77]. Bu amagla,
hiicrelerin ya da organizmalarin radyasyon veya kimyasal mutajenler ile mutasyona
ugratildiktan sonra, hayatta kalan popllasyonda istenen mutasyonlarin tespiti igin
analizleri gerekmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi sayesinde, bu analizler ve
manipullasyonlar icin gen klonlamak ve vyeterli miktarda DNA Uridnli Uretmek
mumkiindlr. Bu, test tipleri icinde DNA’da mutasyonlar olusturabilmek, bu DNA'yi
hiicreye transformasyon veya enfeksiyon ile geri koyabilmek ve mutasyonun etkilerini
gozlemleyebilmek anlamina gelmektedir. Bu islem, yonlendirilmis (site-spesific) in vitro

mutagenez olarak adlandirilir [78].

Yonlendirilmis mutagenez, istenilen bolgeye tam olarak mutasyonun yerlestirilmesidir.
Bu yontem ile spesifik DNA dizilerin roli tam olarak tanimlanabilmektedir.
Yonlendirilmis mutagenez, protein yapi-islev iliskilerinin incelenmesi ve protein
muhendisliginde kullanilan glicli  bir aractir. Yeni 06zellikteki bir enzimin
olusturulmasinda da bu yontem siklikla kullaniimaktadir. Yonlendirilmis mutageneze,
protein-yapi islev iliskisinin incelenmesinden baska gen ekspresyonunu etkileyen
faktorlerin anlasiimasinda, vektér modifikasyonlarinda ve bulasici hastaliklar, kanser
gibi bazi kompleks mekanizmalar hakkinda bilgiye ulasmada basvurulmaktadir [79],

[80], [81], [82].
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Yonlendirilmis mutagenez ile nokta mutasyonlari, kiigik delesyonlar ve insersiyonlar
olusturulabilir  [78]. In vitro mutagenez prosediirlerinin bircogu temelde ayni basit
plani izler; (i) Plazmit DNA’da ilgilenilen bdlgede mutasyon, (ii) Mutasyona ugratiimis
plazmitin kompetant hiicreye transformasyonu, (iii) Mutant plazmiti iceren kolonilerin

ayrilmasi [79], [83].

Bir DNA fragmaninda bir iki baz degisikligi olusturmak icin en sik kullanilan
yonlendirilmis mutagenez yontemi ise, istenilen degisikligi iceren PCR primerleri
sentezleme yoludur. Bu yontemde, 6rnegin AAG CCG GAG GCC CCA dizisinde, ortadaki
A’'nin T'ye degismesi isteniyor ise, PCR primeri bu baz degisimini icerecek sekilde
tasarlanir, AAG CCG GTG GCG CCA. Bu mutant primer, yabanil DNA’yi kalip olarak
kullanarak istenilen DNA fragmanini amplifiye etmek tizere PCR primerleri giftinden biri
olarak kullanihr ve istenilen mutasyonu igeren PCR (Urinleri elde edilir. Ancak
mutasyon, primerlerin her iki taraftan da dogru yerlere baglanabilecegi kadar uclara
yakin oldugu slirece DNA irilini primerde yapilan degisiklige baglanacaktir. Daha sonra

mutant PCR {riinl orijinal genin dogru yerine geri yerlestirilir [78].

Bu tez c¢alismasinda PCR temelli yonlendiriimis mutagenez yontemi Theileria
annulata’nin enolaz enzimin kodlayan genden intronun uzaklastiriimasi (delesyonu)

amaciyla kullaniimistir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci, tropikal theilorisise karsi alternatif tedavi yontemlerinde
hedef molekiil olarak calisilmasi icin, Theileria annulata’nin enolaz enziminin introndan
arindirilarak ifadesinin yapilmasi, enzimin aktif olarak Gretilmesi ve yliksek miktarlarda

saflastirilarak kinetik karakterizasyonunun yapilmasidir.

1.3 Hipotez

Yonlendirilmis mutagenez yontemi ile TgENO geninden intronun ¢ikarilmasi
durumunda, genin uygun bir ekspresyon sistemine aktarilarak, ileride ticari amaclarla
kullanilacak bir proteinin aktif ve yliksek miktarda sentezlenmesinin 6niinilin agilacagi

ongorulmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYAL

2.1.1 Kimyasal Maddeler, Enzimler ve Kitler

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan Pfu DNA Polimeraz enzimi ve tampon
¢Ozeltisi, ligasyon igin kullanilan T4 DNA Ligaz enzimi ve tampon ¢6zeltisi Promega’dan
(ABD), Tag DNA polimeraz enzimi, tampon ¢ozelti ve MgCl, ¢ozeltisi, Long PCR Enzyme
Mix DNA Polimeraz enzimi ve tampon ¢ozeltisi, genin restriksiyonu igin kullanilan Pstl

enzimi Fermentas’tan (ABD) temin edilmistir.

Plazmid DNA izolasyonunda kullanilan QlAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN’den
(Almanya), PCR drinlerinin jelde ydrataldikten sonra saflastiriimasinda kullanilan

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega (ABD)’dan temin edilmistir.

Agaroz jel elektroforezi sirasinda DNA bantlarinin blyuklik tayininde kullanilan
O’GeneRuler DNA Ladder Mix (markera ait DNA bantlarinin biyuklikleri baz gifti (bg)
olarak sirasiyla verilmistir: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000,
1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100) Fermentas’tan (ABD),
DNA bantlarinin konsantrasyonunun tayininde kullanilan Lambda DNA Hind IIl Digest
(markera ait DNA bantlarinin biyiklikleri ve DNA bantlarinin konsantrasyonu sirasiyla
verilmistir: 23130 bg (238,4ng/0,5ug), 9416 bg (97,1ng/0,5ug), 6557 bg (67,6ng/0,5ug),
4361 bg (45ng/0,5ug), 2322 bg (23,9ng/0,5ug), 2027 bg (20,9ng/0,5ug), 564 bg
(5,8ng/0,5ug), 125 bg (1,3ng/0,5ug)) Amersham Pharmacia Biotech (ABD)’den temin
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edilmistir. SDS-PAGE analizi sirasinda protein bantlarinin molekiler agirliklarinin
belirlenmesi icin kullanilan Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (markera ait
protein bantlarinin molekul agirliklari kDa cinsinden sirasiyla verilmistir: 260, 140, 100,

70, 50, 40, 35, 25, 15, 10) Thermo Scientific'ten (ABD) saglanmistir.

ifade edilen proteinin saflastiriimasinda kullanilan agilimi nikel nitrilotriasetik asit (Ni-

NTA) Agaroz QIAGEN’den (Almanya) temin edilmistir.

Deneysel ¢alismalarda kullanilan diger bitiin kimyasallar BDH, Sigma, Bio-Rad, Roche

ve Merck’ten saglanmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda ve DNA dizi analizinde kullanilan primerler lontek
(Tarkiye) ve Biogen firmalari tarafindan sentezlenmistir. PCR temelli mutagenez
teknigiyle elde edilen PCR Urunlerinin ve ifade vektoriine klonlama sonrasida elde

edilen plazmid DNA’larin dizi analizi lontek ve Biogen firmasina yaptirilmistir.

2.1.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

e Sogutmali Santriflj- Sigma

o Mikrosantrifiij- Sigma

e UV -Visible Spectrophotometre- Thermo
e Otoklav- Systec

e Calkalamali inkiibatér- GFL

e Etlv- Binder

e Vorteks- Heidolph

e Hassas Terazi- Ohaus

e Saf Su Cihazi- GFL

e Jel Goruntileme sistemi- Biorad
e Termal Dondurlici- Eppendorf
e Sarjli Pipet Unitesi- Hirschmann
e pH Metre- Eutech

e Su Banyosu- Kerman

e Manyetik Karistirici- Heidolph

e Yatay Elektroforez Sistemi- Biorad
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2.13

pGEI\/I®-T Easy vektor sistemi PCR Urlnlerinin klonlanmasinda elverisli ve her iki
ucunda da 3’-terminal timidin iceren lineer bir vektoérdir. Klonlama bdlgesindeki T-
kuyrugu vektorin yeniden sirkiiler hale donmesini engelleyerek ve belli termostabil
polimeraz enzimleriyle Uretilmis uyumlu kuyruga sahip PCR o&rnekleri sayesinde
ligasyon orneklerinin etkinligini yliksek derecede arttirir. pGEM®-T Easy vektor sistemi

Promega (ABD)'dan temin edilmistir (Sekil 2.1) [84].

Protein ekspresyonu icin kullanilan birinci ifade vektorii pKK223-3, PharmacialLKB

Biotechnology (isveg)'den temin edilmistir (Sekil 2.2) [85].

PCR Calisma Kabini- Esco
Dikey Elektroforez Sistemi-Biorad
Sonikator- Blandelin

Jel Kurutma Unitesi- Biorad

Klonlama ve ifade Vektorleri

Amnl 2009
Scal 1820
Amp’
pGEM®-T Easy
Vector
(3015bp)

ori

\Nael 2707
f1 ori

17l

Apal
Aatll
Sphl
BstZI
MNcol
BstZ|
MNotl
Sacll
EcoRI

Spel
EcoRl
Notl
BstZ|
Pstl
Sall
Mdel
Sacl
BstXI
Nsil

T sps

1 start

14
20
26
31
37
43
43
49
52

64
70
77
77
88
90
97
109
118
127
141

Sekil 2. 1 pGEM®-T Easy klonlama vektorii [84]
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11 4584 4552

| |
3- TCCTTTGTCTTAAGGGCCCCTAGGCAGCTGGACGTCGGTTCGAA -5'

5'- [AGGAAACAGAATTCCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGCCAAGCTT -3'
L | L | 1 11 1
EcoR I 1 L——T pgt Hind 1lI

Sma | « Sall*
o | BamH | Acc I

Hinc 11 (68)*
BamH | (256)* )
Hinc Il (3785)*

Pvu | (3613)

Sph | (443)

Sal | (532)*
Acc I*

S

pBR322

Hinc I1*
pKK223-3
4584 bp
pBR322
Pvu Il (1945)
*Site not unique Acc | (2125) orl

Sekil 2. 2 pKK223-3 ifade vektori [85]

Protein ekspresyonu icin kullanilan ikinci ifade vektori ise aLlCator™ LIC Klonlama ve
Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi ile birlikte kullanilan pLATE31 vektori
Thermo Scientific, ABD'den temin edilmistir (Sekil 2.3) [86].

AGAAGGAGATATANCTATO = :
¥. axrachedef genc corsreeracrastocto - s

l
Guhis
¢ H K H H R }§ G 5
CCAGAAGGACATATAACT GG TAN

. G;:c hedef gen .“"f;;T;-’}?."-}TA‘,?‘.-ST‘,‘.'.T:}T SN

Sekil 2. 3 pLATE31 ifade vektori [86]

RBS
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2.1.4  Escherichia coli soylar

DH5a: {F- endAl hsdRJ7 (r-, mit) supE44 thi-J ArecAl gyrA96 relAl deoR A(lacZYA-argF)-
U169 480d/acZAM15}

BL21 (DE3): fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS

A DE3 = A sBamHlo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

2.15 Bakteriyolojik Gelisim igin Gerekli Besiyerleri
Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Agar

Maya Ekstrakti 10 g/I

Tripton 16 g/l
NaCl 5g/l
Agar 15 g/l

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Buyyon
Maya Ekstrakti 10 g/I

Tripton 16 g/|

NaCl 5g/l

LB (Luria-Bertani) Buyyon

Maya Ekstrakti 5g/l

Tripton 10 g/I

NaCl 5g/l

LB (Luria-Bertani) Agar

Maya Ekstrakti 5 g/l

Tripton 10 g/
NacCl 5g/l
Agar 15 g/l
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SOC Buyyon (100 ml igin)

Maya Ekstrakti 05¢g
Tripton 2g

1 M NaCl stok soliisyonundan 1ml

1 M KCI stok sollisyonundan 0,25 ml
2 M Mg*? stok soliisyonundan (Filtre ile sterilize edilir) 1ml

2 M Glikoz stok soliisyonundan (Filtre ile sterilize edilir) 1mil

Tripton, maya ekstrakti, 1 M NaCl ve 1 M KCl sollisyonlarindan gerekli miktarlar
eklenerek distile su ile 97 ml’'ye tamamlanir. Karisimin pH’si 7,0 olarak ayarlanir.
Otoklavda sterilize edilir. Oda sicakligina getirilir. 2 M Mg** ve 2 M Glikoz soliisyonlari
son konsantrasyonlari 20 mM olacak sekilde karisima ilave edilir. Son hacim steril

distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

2.1.6  Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

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

Trizma Base 242 g/l

Asetik Asit 57,1 ml/I

0,5 M EDTA (pH:8.0) 100 ml/I

dH,0 ile 1x TAE’ye seyreltilerek calisma sollisyonu hazirlanir.

Agaroz Jel igin Ornek Uygulama Tamponu (EtBr-SAB, Sample Application Buffer)

Sikroz 4g/10 ml

2 M Tris HCI 0,5 ml/10 ml
0,5M EDTA 2 ml/10 ml
Bromfenol mavisi 4 mg/10 ml

Kristal Viyole (CV) Sollisyonu

dH,0 ile 5 mg/ml stok sollisyonu hazirlanir. Karanlik bir ortamda muhafaza edilir.
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Kristal Viyole Jel i¢in Ornek Uygulama Tamponu (Cv-SAB)
Gliserol 500 pl/ml

1xTAE 500 pl/ml

Kristal viyole (stok 5 mg/ml) 10 pl/ml

Karanlik bir ortamda muhafaza edilir.

CaCl, Soliisyonu

100 mM CaCl,.6H,0 21,9 g/l
5 mM MgCl,.6H,0 1,02 g/l
5 mM Tris-HCI (pH:7.6) 5 ml/l (1 M pH’si 7,6 olan stok Tris-HCl ¢6zeltisinden)

Soliisyon hazirlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilir.
Amfisilin

100 mg/ml stok sollisyon hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir.

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside)

20 mg/ml stok soltisyon hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir.

X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside)

20 mg/ml konsantrasyona ulasmak igin 0,02 g X-Gal tartihir, N,N-dimetilformamid

(DMF) ile 1 mlI’'ye tamamlanir. Filtre ile sterilize edilir.
Mg*? Stok Soliisyonu ( 100 ml )

MgCl,.6H,0 20,33 g

MgS0,4.7H,0 24,65 g

Distile su ile 100 ml’'ye tamamlanir. Filtre ile sterilize edilir.
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SDS-PAGE igin Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB)

%10 SDS 1g/10 ml

0,5 M Tris HCI (pH: 6.8) 0,6 g/10 ml

% 5 Gliserol 0,5 ml/10 ml

% 25 B-Merkaptoethanol 0,25 ml/10 ml
% 0,05 Bromfenol mavisi 0,005 g/10 ml

5x SDS-PAGE Tank Tamponu

0,025 M Trizma Base 15 g/I
0,192 M Glisin 72 g/l
% 0,1 SDS 5g/l

dH,0 ile 1x’e seyreltilerek c¢alisma solisyonu hazirlanir ve 5 defa ayni tampon

kullanilabilir.

% 30 Akrilamid/Bis Caligma Soliisyonu
Akrilamid 29 gr/100 ml
N, N'-Metilen-Bis-Akrilamid 1 gr/100 ml
Protein Boyama Soliisyonu

% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi

% 40 Metanol

% 10 Glasiyal Asetik Asit

Boya Uzaklastirici (Destaining) Sollisyon

% 5 Metanol

% 7 Asetik Asit

Boya uzaklastirici soliisyon kullanildiktan sonra aktif komir tozu ilave edilerek
Coomassie Brillant Mavisi c¢okeltilir. Sollisyon filtre kagidindan sizilerek tekrar

kullanilabilir.
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0,5 M KH,P0,4/Na,HPO, (pH: 7.5) Tampon Cozeltisi
0,5 M Na,HPO4 (pH: 7.5)
0,5 M KH,POQy ile pH ayarlanir.

Bu tampon birinci ifade vektori (pKK223-3) aracihglyla elde edilen proteinin

saflastirilmasinda kullaniimigtir.

Hiicre Lizisi ve Kolon Yikama Tamponu 1
% 10 0,5 M KH2PO4/Na2HPO4 (pH: 7.5)
% 10 Gliserol

300 mM Nacl

20 mM imidazol

Bu tampon birinci ifade vektori (pKK223-3) aracihglyla elde edilen proteinin

saflastirilmasinda kullaniimigtir.

Protein Eliisyon Tamponu 1

% 10 0,5 M KH2PO4/Na2HPO4 (pH: 7.5)
% 10 Gliserol

300 mM NacCl

250 mM imidazol

Bu tampon birinci ifade vektéri (pKK223-3) aracihglyla elde edilen proteinin

saflastirilmasinda kullaniimistir.

Lizis tamponu 2 (1 litre)

50 mM NaH,P0O, 6,90 g NaH2P0O4-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM Nadl 17,54 g NaCl
10 mM imidazole 0,68 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Bu tampon ikinci ifade vektori (pLATE31) aracihigiyla elde edilen proteinin
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saflastirilmasinda kullaniimistir.

Yikama tamponu 2 (1 litre)

50 mM NaH,PO,4 6,90 g NaH2P0O4-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl
20 mM imidazole 1,36 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Bu tampon ikinci ifade vektori (pLATE31) aracihgiyla elde edilen proteinin

saflastirilmasinda kullaniimigtir.

Eliisyon Tamponu 2 (1 litre)

50 mM NaH,PO,4 6,90 g NaH2P0O4-H20 (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17,54 g NaCl
250 mM imidazole 17,00 g imidazole

NaOH kullanilarak pH : 8,0’a ayarlanir.

Bu tampon ikinci ifade vektorli (pLATE31) aracihglyla elde edilen proteinin

saflastiriimasinda kullaniimistir.

Enzim Aktivite Olgiimii icin Tampon Soliisyonu
50 mM Tris/HCI (pH :7,4)

1,5 mM MgCl,

Enzim Aktivite Olgiimii icin Substrat Soliisyonu
1,5 mM 2-PGA

Taze Milipore saf su ile hazirlanir.

2.1.7 intronlu TaENO Genini iceren Plazmid DNA

intron iceren Therileria annulata enolaz enzim geninin bulundugu pGEM-T Easy
plazmid DNA'sI, grup elemanlarindan Ayberk Akat’in yapmis oldugu yiksek lisans tez

calismasindan saglanmistir [63].
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2.1.8 Primerler

Theileria annulata ENO enzimini kodlayan genin introndan arindirilmasi ve ifadesinin
saglanmasi calismalarinda kullanilmak Ulzere asagida verilen 8 adet spesifik primer

tasarlanmistir.

TaENO2:

S5 TTTTCTGCAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGGTGGGACAAGTTTCTG 3°
GCigerigi: % 45 Tm: 68,9°C

TaENO4:
5’ TTTCTGCAGATGTCTGTTGTTAAGTCTCTTAAAGCCCGGGAAATTCTTGATTCCAGAGG 3’

GCicerigi: % 42 Tm: 70,9°C
TaENOG6:

S’ TTTCTGCAGATGTCTGTTGTTAAGTCTCTTAAAGCCCGGGAAATTCTTGTTTTGTGTTAATAA
CAATTTTTAG 3’

GC igerigi: % 33 Tm: 69,2°C
TaENO7:

S'TTTCTGCAGATGTCTGTTGTTAAGTCTCTTAAAGCCCGGGAAATTCTTGAACAATTTTTAGAT
TCCAGAGG 3’

GCigerigi: % 38 Tm: 71°C

TaENOS:

5" GGAAATTCTTGATTCCAGAGGAAATCC 3’
GCigerigi: % 41 Tm: 56,7°C
TaENO9:

5" GGATTTCCTCTGGAATCAAGAATTTCC 3’

GCigerigi: % 41 Tm: 56,7 °C
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TaENO pLATE31F:

5'- AGAAGGAGATATAACTATGTCTGTTGTTAAGTCTC 3'
GCigerigi: % 34 Tm: 59,7 °C

TaENO pLATE31R:
5'-GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTGGGACAAGTTTCTG 3'
GC igerigi: % 57 Ten: 70 °C

Ayrica PCR Urlini ve plazmid DNA o6rneklerinin dizilemeleri icin 4 adet primer

kullanilmistir;

TaENOS5:

5" CATTCTGCGTGCCG 3’
GCigerigi: % 64 Tm: 46 °C
pKK223-3 N terminal:

5" CGACATCATACCGGTTCTGG 3’
GCicerigi: % 55 Tm: 53,8 °C
pKK223-3 C terminal:

5" GTATCAGGCTGAAAATCTTC 3’
GCigerigi: % 40 Tm: 47,7 °C
5' LIC primeri:
5'-TAATACGACTCACTATAGGG -3'

GCigerigi: % 40 Tm: 47,7 °C

2.2 YONTEM

2.2.1 Plazmid DNA izolasyonu

intronlu Theileria annulata Elazig soyu enolaz enzim geninin bulundugu pGEM®-T Easy

klonlama vektorini iceren E. coli bakteri soyu, — 80 °C'deki gliserol stok kiltlirden
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alinarak 100 pg/ml ampisilin igeren ¢ift kuvvetli (2xYT) agar besiyerine siirme ekimi
yapilir ve 37 °C'de bir gece inkiibe edilerek gelistirilir. Segilen kolonilerden bir tanesi
steril bir kiirdan yardimiyla alinarak 100 pg/ml ampisilin iceren 5 ml 2xYT buyyona
aktarilir, bir gece 37 °C ve 150 rpm’de calkalamali etlivde inklbe edilir. Bir gecelik
kiltirden 1,4 ml alinarak 1,5 ml’lik mikrosantrifij tlipine alinir ve plazmid DNA
QlAprep®Miniprep (QIAGEN) kit araciligiyla izole edilir [87]. GenBank erisim numarasi
HQ646253 olan 1365 baz cifti (bc¢) blylkligindeki intronlu TaENO gen dizisi Cizelge
2.1’de verilmistir. TaENO geninin icerdigi intronun blyikligli 36 bg'dir ve intronsuz

TaENO geni 1329 bg buylkliglindedir.

Cizelge 2. 1 Theileria annulata enolaz enzimini kodlayan genin intronlu niikleotid dizisi,

GenBank erisim numarasi: HQ646253 (intron dizisi kirmizi ile gosterilmistir) [63]

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

atgtctgttg
taataacaat
gccggcecctgt
gaattgcgag
aatgttaaca
ttagatacct
tcaaaacttg
gccaaaaagg
aaatttgtgt
agcctggcta
ttacaaatgg
caagacacaa
gaggcactag
tttgccatgg
ggattcaaat
aacctgtgtg
gagtgctaca
cttctcgtta
cttttgctca
gcccacaaaa
tttattgcag
aggagtgaaa
aaggccacct

ttaagtctct
ttttagattc
ttagagcagc
atggagacaa
cagttgtgaa
tgatggtaca
gagcaaacgc
gagtaccact
tgccagtccc
tgcaagagtt
gggcagaagt
caaacgtggg
atctcctagt
atgtcgcagc
gtgaaaagga
aaaagtatcc
ataagcttac
caaaccccaa
aagtaaacca
acaattgggg
atttggttgt
ggaacgccaa
acgcaggagt

taaagcccgg
cagaggaaat
ctgtccatca
aagccgttat
aaatgcagtt
gaaattggac
aatcttggta
ttatgttcat
atgcttgaac
tatgattctg
ttatcacacc
agatgaagga
tgatgcagta
atcagaattc
actcctcaaa
aattgtttcc
gtcaaagctt
gaggattcaa
gattggatca
agtcatggtt
gggactttca
gtataaccag
taacttcaga

gaaattcttg
cccaccgttg
ggagcctcaa
ttgggtaaag
gtaggattcg
ggcacgcaga
gtatcaatgg
ctagctcaac
gtcattaacg
ccaactggag
ctgaaatcgg
ggctttgcac
aaaaaggctg
tatgtgaaag
actggagacg
atagaggatc
ggacaaaagg
acagcattgg
gtgactgagt
tcacatagat
acaggtcaaa
cttttgcgca
aacttgtccc

gtaagtagat
aagtcgatct
ctggaattta
gtgtactgaa
atacgttgaa
atgaatgggg
cagcagccag
tggcaggaaa
gtggatcaca
ccaacacgtt
tcataaagaa
ccaatatcaa
gatttgaagg
agaagtcatc
aaatggttga
ctttcgacca
tccagattgt
aaaagaaggc
cagttgaagc
caggtgaaac
tcaaaacagg
tcgaagaaga
actaa

ccttttgtgt
agtcaccgaa
tgaagcccta
agcagttgaa
tcagaaggaa
atactgtaag
agcagcagca
accgacagac
cgccggaaac
tagagaagca
gaagtacggc
atcagcagaa
gaaagtcaat
atacaacctc
atattacaca
agatgactgg
aggagacgat
ttgcaacgca
ctgcttactg
tgaggacaca
agcaccttgc
gcttggaccc
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2.2.2 intron Uzaklastiriimasinda Kullanilan PCR Temelli Yénlendirilmis Mutagenez

Yontemi

2.2.2.1 PCR Temelli Yonlendirilmis Mutagenez Yontemi 1

intron bélgesinin, TaENO geninde 5’ ucundaki 40. bazdan baslamasi ve 36 b¢’lik kisa bir
DNA dizisi olmasi nedeniyle, genin 5 ucuna komplementer ve intronlu boélgeyi
atlayarak geni tek asamada intronsuz olarak amplifiye edecek olan mutajenik TaENO4
primeri ve genin 3’ ucuna komplementer olarak tasarlanan TaENO2 primerleri
kullanilarak PCR gergeklestirilmistir. Kalip olarak 2.1.7’de belirtilen plazmid DNA

kullanilmistir. PCR bilesenleri Cizelge 2.2’de verilmistir.

Amplifikasyon 95°C’de 5 dakika 6n denatlirasyon, 95°C’de 1,5 dakika denatlirasyon, 55
°C'de 2 dakika baglanma, 72 °C’'de 2 dakika uzama ile 25 dongii ve 72 °C’de 10 dakika

son uzama olarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 2. 2 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 1 ile gergeklestirilen PCR

bilesenleri
Bilesenler Miktar
10X Pfu tamponu 5ul
dNTP karisimi 5 ul (Her bir nikleotid igin 2mM igeren
stoktan)
TaENO4 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)
TaENO2 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)
Kalip DNA 1l
Pfu DNA Polimeraz 1 ul (2,5 U/ul stoktan)
Steril dH,0 33 ul (Son hacim 50 pl olacak sekilde)

2.2.2.2 PCR Temelli Yonlendirilmis Mutagenez Yontemi 2

Bu yontemde genin 5’ ucundaki intron dizisi 12 b¢’lik 3 esit parcaya ayrilmis ve her bir

PCR mutagenezi basamaginda introndaki 12 bc¢'lik intron parcalari sirasiyla

uzaklastirilarak son PCR asamasinda TaENO geninin intronsuz amplifikasyonu

hedeflenmistir. ilk basamak PCR temelli mutagenez icin kalip olarak 2.1.7’de belirtilen

plazmid DNA ile 5 primeri olarak TaENOG6 ve 3’ primeri olarak TaENO2 kullaniimistir.
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ikinci basamakta kalip olarak, jelde kosturulmaksizin dogrudan saflastirilan ilk basamak
PCR mutagenezi Urind ile 5 primeri olarak TaENO7 ve 3’ primeri olarak TaENO2
kullanilarak PCR gergeklestirilmistir. Son asamada ise kalip olarak, saflastirilan ikinci
basamak PCR mutagenezi (rlinG ile 5 primeri olarak TaENO4 ve 3’ primeri olarak
TaENO2 kullanilarak PCR gergeklestirilmistir. Her PCR basamaginda yonteme uygun 5’
ve 3’ primerleri kullanilmak kosuluyla yapilan PCR bilesenleri Cizelge 2.2’de verildigi

gibidir. Amplifikasyon kosullari 2.2.2.1'de verilen sekilde gergeklestirilmistir.

2.2.2.3 PCR Temelli Yonlendirilmis Mutagenez Yontemi 3

Bu calismada TaENO geni ilk olarak, her ikisinde de introndan dnceki ve sonraki belirli
diziler bulunan iki ayri gen parcasi halinde amplifiye edilmistir. ilk gen pargasinin
amplifikasyonu icin kalip olarak 2.1.7'de belirtilen plazmid DNA, 5’ primeri olarak
TaENO4, 3’ primeri olarak TaENO9 ve amplifikasyon igin Pfu DNA polimeraz enzimi
kullanilmistir. ikinci gen parcasinin amplifikasyonu icin de 2.1.7’de belirtilen plazmid
DNA kalip olarak ve 5’ primeri olarak TaENOS8 ve 3’ primeri olarak TaENO2 ve enzim
olarak Long PCR Enzyme Mix kullanilmistir. Yukarida anlatildigi sekilde birinci ve ikinci
gen parcalarinin amplifikasyonuna uygun olarak tasarlanan 5 ve 3’ primerleri
kullanilmak kosuluyla, gergeklestirilen reaksiyonun bilesenleri Cizelge 2.3’de verildigi
gibidir. Amplifikasyon 94°C’de 1,5 dakika, 58°C'de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 20

dongli olarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2. 3 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yéntemi 3'te birinci ve ikinci gen
parcalarinin amplifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Birinci gen pargasi ikinci gen pargasi

10X tampon 5ul 5ul

dNTP karisimi 5 ul (Her bir niikleotid igin | 5 ul (Her bir nikleotid igin
2mM iceren stoktan) 2mM iceren stoktan)

TaENO4 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan) -

TaENO9 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan) -

TaENOS8 primeri - 2,5 ul (20 uM stoktan)

TaENO2 primeri - 2,5 ul (20 uM stoktan)

Kalip DNA 1l 1l

Pfu DNA Polimeraz 1 pl (2,5 U/ul stoktan) -

Long PCR Enzyme Mix - 1 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH,0 33 ul (Son hacim 50 pl 33 ul (Son hacim 50 pl

olacak sekilde) olacak sekilde)

Amplifikasyonu saglanan bu iki gen parcgasi PCR’larinda kullanilan primerler vasitasiyla
birbirine komplementer diziler icerecek bicimde cogaltilmistir. ikinci asamada ise bu
komplementer bolgeler vasitasiyla introndan arindirilmis olarak Uretilen iki gen pargasi

birlestirilmis ve intronsuz TaENO geni bltln olarak amplifiye edilmistir.

ilk asamada elde edilen iki PCR iiriinii dogrudan saflastirilmis ve birlestirmek amaciyla
yapilan PCR’da bu saf birinci ve ikinci gen pargalarini kullanilmistir. Konsantrasyon
esasina dayali olarak reaksiyona sokulan birinci ve ikinci gen pargalar igin yapilan
birlestiriime reaksiyonu bilesenleri Cizelge 2.4'te verilmistir. PCR kosullari 94°C’'de 2
dakika, 50°C'de 1 dakika, 72°C'de 2 dakika ve 7 dongl olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Bu adimdaki PCR bilesenleri; 10X tampon, dNTP’ler, birinci gen
parcasl, ikinci gen parcasi, Pfu DNA Polimeraz ve dH,0’dur.
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Cizelge 2. 4 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 3 ile gerceklestirilen birinci
ve ikinci gen pargalarinin birlestirilme reaksiyonu bilesenleri

Bilesenler Miktar

10X Pfu tamponu 3ul

dNTP karisimi 3 ul (Her bir nukleotid icin 2mM iceren
stoktan)

Birinci gen parcasi 1l

iknici gen pargasi 20 ul

Pfu DNA Polimeraz 0,6 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH,0 2,4 ul (Son hacim 30 ul olacak sekilde)

Daha sonra bu reaksiyon karisimina geni intronsuz ve tam uzunlukta amplifiye etmek
icin, TaENO4 5’ primeri olarak ve TaENO2 3’ primeri olarak ve Cizelge 2.5’te verilen
diger PCR bilesenleri ilave edilmis ve reaksiyon hacmi 50 pl'ye tamamlanmistir.
intronsuz TaENO genini tam uzunlukta elde etmek icin 94°C’de 1.5 dakika, 55°C’de 1
dakika, 72°C’'de 2,5 dakika ve 20 dongl olarak amplifikasyon yapilmistir. Birlestirme
reaksiyonuna ilave edilen bilesenler; 10X tampon, dNTP’ler, TaENO4 primeri, TaENO2
primeri, Pfu DNA Polimeraz ve steril dH,0’dur [88].

Cizelge 2. 5 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 3 ile elde edilen intronsuz
TaENO geninin tam uzunlukta amplifikasyonu igin birlestiriime reaksiyonuna ilave
edilen bilesenler

Bilesenler Miktar

10X Pfu tamponu 2 ul

dNTP karisimi 2 ul (Her bir nukleotid igin 2mM igeren
stoktan)

TaENO4 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

TaENO2 primeri 2,5 ul (20 uM stoktan)

Pfu DNA Polimeraz 0,4 ul (2,5 U/ul stoktan)

Steril dH,0 10,6 ul (ekleme sonrasi son hacim 50 pl

olacak sekilde)

2.2.3  Etidyum Bromiir ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

% 1 agaroz iceren 1x TAE tampon ¢ézeltisi kaynatilir. Oda sicakhginda 55-65°C’ye kadar
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sogutulur ve jel tepsisi hazirlanir. Jel tepsiye doékilmeden once kaynatiimis olan
¢Ozeltiye EtBr ilave edilir. Jel tepsiye dokilir, taraklar yerlestirilir ve katilasmasi
beklenir. Katilastiktan sonra tarak gikartilir. Konsantrasyon tayininde 7 pl steril dH,0, 2
pul SAB ve 1 ul DNA oOrneginin karisimi jele yiklenir. Elektroforez, 40-60 mA’de
surduralur. Jel ortaminda DNA’lar molekdler agirliklarina bagh olarak bir ayirrma tabi
tutulurlar. Elektroforez sonrasi DNA bantlari 254-312 nm dalga boyunda UV

(ultraviyole) transilluminatérinde gorintilenir [89].

2.2.4  Kristal Viyole ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Kristal viyole ile boyanmis agaroz jel elektroforezi yapilarak TaENO geninin PCR sonrasi
saflastirilmasi ver jelden geri kazanimi saglanmistir. Elektroforez igcin % 1 agaroz igeren
1x TAE tampon ¢dzeltisi mikrodalga firinda kaynatilir. Oda sicakliginda 55-65 °C’ye
kadar sogutulur. Ayni zamanda jelin dokilecegi jel tepsisi hazirlanir. Jeli tepsiye
dokmeden 6nce son konsantrasyon 2 pg/ml olacak sekilde kristal viyole (CV) ilave
edilir. Jel tepsiye dokilip taraklar uygun sekilde yerlestirilip jel kurumaya birakilir. Jel
kuruduktan sonra taraklar gikarilir. Jel tepsisi 2 ug/ml kristal viyole iceren 1x TAE
tampon ¢ozeltisi bulunan elektroforez sistemine yerlestirilir. DNA 6rneklerine 2 ul CV-
SAB tamponu ilave edilerek kuyucuklara yerlestirilip 25-30 mA’ de elektroforez yapilir.
Elektroforez, DNA bantlari jelin 2/3’lik kismina gelinceye kadar yarutilar. DNA bantlari

beyaz 1sik kutusunda gorintilenir [89].

2.2.5 DNA’nin Jelden Geri Kazanilmasi

Elektroforez sonrasi DNA bantlari dilimler halinde jelden kesilerek 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tipU icerisine birakilir ve DNA, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up

System (Promega) kullanilarak saflastirilir [90].

2.2.6 DNA Dizi Analizi

PCR temelli yonlendirilmis mutagenez sonrasi saflastirilan PCR Grlinlerinin dizi analizleri
lontek (Tirkiye) ve Biogen (Tirkiye) tarafindan gerceklestirilmistir. ifade vektériine
aktarim sonrasi elde edilen rekombinant DNA plazmidinin dizi analizleri de lontek

(Turkiye) ve Biogen (Turkiye) tarafindan gerceklestirilmistir.
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2.2.7 intronlarindan Arindirilan TaENO Geninin Klonlama Vektoriine Aktarilmasi

introndan arindirilan TaENO geninin ifade vektériine aktariminda yasanabilecek
herhangi bir sorun karsisinda tim mutagenez islemlerinin tekrarlanmasini 6nlemek igin
intronsuz olarak elde edilen gen klonlama vekt6riine aktarilmistir. Bu amagla pGEM®-T
Easy vektor sistemi kullanilarak Uretici firmanin protokolli dogrultusunda intronsuz

TaENO geninin klonlama vektoriine aktarimi gergeklestirilmistir [84].

pGEM®-T Easy vektor sistemine aktarimi icin, DNA dizi analizi ile introndan arindirildigi
ispatlanan PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yéntemi 3 ile elde edilen PCR Uriini

kullanilmistir.

Gen klonlama basarisi, transformasyon sonrasinda secilen kolonilerden izole edilen
plazmid DNA'larin kalip DNA olarak kullanildigi ve Cizelge 2.2’de verilen bilesenler ile
gerceklestirilen PCR araciligiyla kontrol edilmistir. Amplifikasyon kosullari 2.2.2.1'de

verilen sekilde gergeklestirilmistir.
2.2.8 TaENO Geninin Birinci ifade Vektoriine (pKK223-3) Aktarilmasi

2.2.8.1 TaENO Geninin Klonlama Vektoriinden Amplifikasyonu

TaENO geninin ifadesi icin ilk secilen ifade vektori pKK223-3 vektoridiir. Genin secilen
vektore uygun sekilde aktarilabilmesi icin restriksiyon analizi yapilmis, geni ve vektori
kesmeyen restriksiyon enzimleri belirlenerek uygun primerler tasarlanmistir. Bu amacla
Pstl enzim kesim bdlgesini iceren 5' TaENO4 ve 3' TaENO2 primerleri sentezlenmistir.
Klonlama isleminin ardindan protein GriinGndn saflastirilmasi amaciyla 3' primerine
histidin amino asitine ait 6 adet kodon (6 His-tag) sentez sirasinda eklenmistir.
Klonlama isleminin ilk basamaginda kalip olarak 2.2.7’de verilen intronsuz TaENO
genini iceren pGEM®-T Easy plazmid DNA'sI kullanilarak PCR gerceklestirilmistir. PCR’da
5’ primeri olarak TaENO4 ve 3’ primeri olarak TaENO2 ve Cizelge 2.2'de verilen diger
bilesenler kullanilarak intronsuz genin amplifikasyonu saglanmistir. Amplifikasyon

kosullari 2.2.2.1'de verilen sekilde gerceklestirilmistir.
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2.2.8.2 intronsuz TaENO Geni ve pKK223-3 ifade Vektériiniin Restriksiyon

Endoniikleaz ile Kesimi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu elde edilen triin Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) kullanilarak jelde kosturulmaksizin dogrudan saflastirihmistir [90].
Saflastirilan Urin ve plazmid izolasyonu yapilan vektor Pstl restriksiyon endonikleaz

enzimi kullanilarak kesilmis ve yapiskan uglar elde edilmistir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2. 6 TaENO geni ve pKK223-3 vektor igin restriksiyon kogullari

Bilesenler TaENO pKK223-3
DNA 20 ul 20 ul
10x Tampon O 3ul 3ul
Pstl (stok; 10 U/pl) 2 ul 2 ul
Steril dH,0 5ul 5ul
Toplam 30 pl 30 pl

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile DNA’'nin kesilmesi islemi 37°C’'de 2 saatte
gercgeklestirilir. Kesim sonrasi Ornekler, kristal viyole ile boyanmis agaroz jelde
kosturulur ve DNA ornekleri Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

kullanilarak jelden geri kazanilir [90].

2.2.8.3 Ligasyon

TaENO geni pKK223-3 vektor icerisine T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak aktarilir. Jelden
geri kazanilan TaENO ve pKK223-3 DNA o&rneklerinin ligasyonu, insert DNA'dan 3,
vektor DNA'dan 1 birim oraninda Cizelge 2.7'de verilen reaksiyon sartlarinda

gerceklestirilir. Ligasyon, érneklerin 4°C’de bir gece bekletilmesiyle tamamlanir.
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Cizelge 2. 7 Ligasyon reaksiyonu

Bilesenler 3:1 orani
10x Ligasyon Tamponu 2 ul
insert (TaENO) 300 ng
Vektér (pKK223-3) 100 ng
T4 DNA ligaz (3U/pl) 2 ul
Steril dH,0 X ul
Toplam 20 pl

2.2.8.4 Kalsiyum Kloriir Etkilesimi ile Kompetant E. coli DH5a Hiicrelerinin

Hazirlanmasi

E. coli DH5a soyu hiicrelerinin -80 °C’deki stok kiiltiiriinden uygulanacak metoda uygun
LB-agara ekimi yapilir ve bir gece 37 °C’ de inkiibe edilir. Gelisen bakteri hiicrelerinden
steril bir kiirdan yardimiyla tek koloniye dokunularak 5 ml LB buyyona birakilir ve 37 °C,
120 rpm’de bir gece inkiibasyona birakilir. Bir gecelik kiltlirden 500 ul alinarak 50 ml
buyyona aktarilir ve 37 °C, 120 rpm’de ODg,, deki hiicre yogunlugu 0,3-0,4 arasinda bir
degere ulasincaya kadar inkiibe edilir. 50 ml’lik kiltir 2 adet Oakridge tliplne, her
birine 25 ml olmak lizere esit oranda boélindr. 25 ml’lik iki tip 5000 rpm’de 5 dakika +4
°C’de santrifiijlenerek hiicrelerin ¢ékmesi saglanir. Ustte kalan sivi faz dokilir
(stpernatant), altta kalan ¢okelti (pelet) Gzerine 25 ml CaCl, sollsyonu ilave edilir ve
hicreler iyice ¢ozilir. 30 dakika boyunca buzda bekletilir ve 5000 rpom’de 5 dakika +4
°C’de santrifiij edilir. Ustte kalan sivi kisim dékilip her bir tiipteki pelet 1ml CaCl,
solisyonunda c¢ozilir. Tipler 2 saat buzda bekletilir. Bu asamadan sonra kompetan
hiicreler ya hemen transformasyonda kullanilir ya da daha sonra kullaniimak lzere

gliserol stoku hazirlanarak -80°C’de saklanir [89].

2.2.8.5 Rekombinant DNA Plazmidinin E. coli DH5a Hiicrelerine Transformasyonu

Ligasyonu yapilmis 6rnek lizerine kompetant E. coli DH5a hiicrelerinden 200 ul ilave
edilir ve karnistirihir. 30 dakika buzun icerisinde bekletilir ve bu asamadan sonra 42
°C’deki su banyosunda 90 saniye boyunca sicak sok uygulanir. Ornekler 1si soku

sonrasinda 2 dakika buzda bekletilir. Ardindan 6rnekler sarsiimadan tzerine 100 pl/ml
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ampisilin igeren SOC buyyondan 800 ul ilave edilir. Ters-diiz edilerek karistirilir ve 37 °C
de 30 dakika etiivde bekletilir. inkiibasyon sonrasi 100 pl/ml ampisilin iceren LB-agara

ekim yapilir ve 37 °C’'deki etlivde bir gece beklemeye alinir [89].

2.2.8.6 Gen Klonlamasinin PCR ile Kontrolii

Transformasyon sonrasinda secilen kolonilerin sivi kiltlrlerinden 2.2.1'de belirtilen
sekilde izole edilen plazmid DNA'lar, yapilan PCR'da kalip olarak kullanilir. TaENO
geninin  pKK223-3 ifade vektérindeki promotor ile ayni ydnde klonlanip
klonlanmadiginin belirlenmesi igin 3’ primeri olarak pkKK223-3 C terminal primeri
kullanismistir. 5° primeri olarak TaENO4 primeri kullanilmistir. PCR kosullari Cizelge
2.2'de Dbelirtildigi gibidir. Amplifikasyon kosullari 2.2.2.1'de verilen sekilde
gerceklestirilmistir. Amplifikasyonu gerceklestirilen gen Grlnidnin tamami EtBr ile

boyanan agaroz jel elektroforezinde yuratilerek gen klonlamasinin 6n kontroli yapilir.

2.2.9 TaENO Geninin ikinci ifade Vektériine (pLATE31) Aktarilmasi

aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi ile ligasyon ve
restriksiyon enzim kesimine bagimh olmadan klonlama ve ifade c¢alismalari
yapilabilmektedir. Bu sistemin protokoll kisa bir sekilde 6zetlenirse, oncelikle kitte
bulunan vektore uygun primerlerin tasarlanmasi ve ilgili genin bu primerler araciligiyla
amplifiye edilmesi gerekmektedir. Daha sonra saflastirilan PCR Griniln(n kitte dnerilen
sekilde konsantrasyonu ayarlanarak ve asagida aciklandigi sekilde LIC reaksiyonu adi
altinda verilen, lineer pLATE31 vektorl ile birlesme reaksiyonu saglanmaktadir.
Klonlama protokoli aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag)
Uretici firmasinin talimatlarina gore gercgeklestirilmistir [86]. Transformasyon,

kompetan hale getirilen E. coli BL21 (DE3) hiicrelerine gerceklestirilmistir.

2.2.9.1 PCR Primerlerinin Tasarimi

Kit kitapciginda belirtilen primer tasariminda, 5° ucu primeri pLATE31 vektorine

spesifik diziler icermekte ve ilgili gen ile ¢akisan yeterli bir 3’ ucu icermektedir.
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Kit kitapgiginda onerilen 5' primeri tasarimi:
5'- AGAAGGAGATATAACTATG —inserte 6zgu dizi 3'
Kit kitapgiginda onerilen 3' primeri tasarimi:

5'-GTGGTGGTGATGGTGATGGCC — inserte 6zgu dizi 3'

5' primerinde (TaENO pLATE31F) baslama kodonu (alti gizili) bulunmakta ve primerin
devami icin gendeki ATG’den sonra gelen diziler dikkate alinarak tasarim yapilmistir.
Sonlanma kodonu ise vektoriin kendisinde yer aldigi icin 3’ primeri (TaENO pLATE31R)
tasarimi  yapilirken sonlanma kodonu primere eklenmemistir. Ayrica protein
saflastiriimasinda kullanilan 6 His-tag ilavesi de vektorin kendisinde yer aldigl icin
primer tasarimlarinda ek olarak ilavesi gerekmemektedir. Bu bilgilere dayanarak

sisteme 6zgli primerler tasarlanmistir.

2.2.9.2 TaENO'nun Klonlama Vektoriinden Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin

Saflastiriimasi

TaENO’nun amplifikasyonunda, TaENO pLATE31F ve TaENO pLATE31R primerleri ve
kalip DNA olarak 2.2.7’de belirtilen plazmid DNA kullanilarak yapilan PCR'In diger
bilesenleri Cizelge 2.2'de verilmistir. Amplifikasyon kosulllari 2.2.2.1'de verildigi sekilde

gerceklestirilmistir.

Elde edilen PCR {rlini Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kullanilarak jelde

kosturulmaksizin dogrudan saflastiriimistir.

2.2.9.3 LIC Reaksiyonu ve Rekombinant DNA Plazmidinin E.coli BL21(DE3)

Hiicrelerine Transformasyonu

1. aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) kitapc¢iginda verilen,
gen buylkligine gbre reaksiyona girmesi gereken insert DNA miktari hesaplama
tablosu esas alinarak, intronsuz 1329 b¢’lik PCR Uriintinin konsantrasyonu 90 ng/ul

olarak ayarlanmistir.

2. Vektor ile birlesmeyi saglayacak gerekli 5’ ve 3’ yapiskan uclarin olusturulmasi icin

saflastirilan PCR iriinG Cizelge 2.8’deki reaksiyona tabi tutulur. Tlp kisa bir sire
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vortekslenir ve 3-5 saniye santrifiij edilir. Reaksiyon oda sicakhiginda (20-25 °C) 5 dakika

siire ile inkiib edilir. inkiibasyon 5 dakikayl gegmemelidir.

Cizelge 2. 8 TaENO geninde yapiskan uglar olusturma reaksiyonu

Bilesenler Hacim

5X LIC tamponu 2 ul

Saf PCR iiruinii 90 ng

Steril distile su 9 ul'ye kadar

T4 DNA polimeraz 1 ul (1 U/ pl stoktan)
Toplam 10 pl

3. Reaksiyon, T4 DNA polimeraz kofaktéri Mg*? iyonlarini selatlayan 0,6 pl 0,5 M EDTA

ile iyice karistinllarak durdurulur.

4. Birlestirme reaksiyonu igin lineer pLATE31 vektoriinden 1 pl (60 ng) ve T4 DNA
polimeraz ile muamele edilmis PCR {rlini kisaca vortekslenir ve 3-5 saniye santrifij
edilir. Birlestirme karisimi oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir. Birlestirilen karisim

transformasyona uygun hale gelmistir.

5. E.coli BL21(DE3) hiicreleri kompetan hale getirilir ve transformasyon gergeklestirilir.

2.2.9.4 Gen Klonlamasinin PCR ile Kontrolu

Transformasyon sonucu muhtemel pozitif kolonilerden 2.2.1'de belirtilen yontem ile
izole edilen plazmid DNA, yapilan PCR'da kalip olarak kullanilir. 5" primeri olarak TaENO
pLATE31F ve 3’ primeri olarak TaENO pLATE31R kullanilarak PCR gergeklestirilmistir.
Diger PCR bilesenleri Cizelge 2.2'te belirtildigi gibidir. Amplifikasyon kosullari 2.2.2.1'de
verilen sekilde gerceklestirilmistir. Amplifikasyonu gergeklestirilen gen ({rininin
tamami EtBr ile boyanan agaroz jel elektroforezinde yiritiilerek gen klonlamasinin 6n

kontroli yapilir.
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2.2.10 Theileria annulata Enolaz Enziminin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

2.2.10.1 Theileria annulata Enolaz Enziminin Birinci ifade Vektori (pKK223-3)

aracihigiyla E. coli'de Ekspresyonu ve Enzimin Saflastiriimasi

pKK223-3 ifade vektorlu ile gergeklestirilen transformasyonu ardindan, enzimin
ekspresyonu igin TaENO genini iceren E. coli DH5a hiicreleri 100 pg/ml ampisilin igeren
2xYT buyyon igerisinde 37 °C’'de ve 180 rpm’de bir gece inkiibe edilir. Yapilan tim
islemler ayni kosullar altinda negatif kontrol olarak, TaENO genini icermeyen E. coli
DH5a hicrelerine de uygulanir. 100 pg/ml ampisilin igceren 50 ml 2xYT buyyon igerisine
bir gecelik kiltlirden 500 ul inokile edilir. ODggo’'deki hiicre yogunlugu 0,6’ya
ulasincaya kadar inklbe edilir. Kiltlr belirtilen hiicre yogunluguna ulastiginda son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilir. IPTG ile indiiklenmis kulttr 37
°C’'de ve 180 rpm’de bir gece inkibe edilir. Bir gecelik indiklenmis kultir ornekleri
5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. SUpernatant dokilir. Pellet, 1 ml hiicre lizisi ve
kolon yikama tamponu 1'de ¢6zilir. Hiicreler, sonikator ile glic % 40’da 10 saniye acik
10 saniye kapali yapilan dokuz dénglide pargalanir. 14.000 rpm’de 1 saat 4 ‘C'de

santrifiij edilir. SDS-PAGE analizi igin stipernatant (L; hiicre lizati) alinir.

Bu ifade vektori ile yapilan ilk saflagtirma yonteminde TaENO genini iceren E.coli
hicreleri 100 pg/ml ampisilin iceren 2xYT buyyon icerisinde 37 °C’de ve 180 rpm’de bir
gece inktbe edilir. 100 pg/ml ampisilin iceren 500 ml 2xYT buyyon icerisine bir gecelik
kiltirden 1 ml inokiile edilir. ODggo’'deki hiicre yogunlugu 0,6’ya ulasincaya kadar
inklibe edilir. Kilttr belirtilen hicre yogunluguna ulastiginda son konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde IPTG ilave edilir. IPTG ile indiklenmis kiltiir 37 °C'de ve 180 rpm’de
bir gece inkibe edilir. Bir gecelik indiklenmis kilttr 6rnekleri 5000 rpm’de 15 dakika
santriflj edilir. Stpernatant dokdlir. Pelet, 3 ml hiicre lizisi ve kolon yikama tamponu
1'de ¢ozilir. Hiicreler, sonikator ile glic % 60’da 10 saniye acik 10 saniye olarak dokuz

dongide pargalanir. 14.000 rpm’de 1 sat 4 °C’de santrifdj edilir.

Supernatant (L; hicre lizati) alinir ve SDS-PAGE analizi icin bir miktar ayrilir. Enzim ile
Ni-NTA agarozun etkilesimini arttirmak icin, elde edilen sipernatant 1 ml Ni-NTA
agaroz ile +4 °C’de 120 rpm hizla karistirilir. 1 saatin sonrasinda pistonu cikarilmis 5
ml’lik bir siringaya cam yinu yerlestirilir ve u¢ kismina bir tubing gecirilir. Bu sekilde
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hazirlanan kolon sert bir ylizeye sabitlenir. Kolona slpernatant ile 1 saat slresince
karistirilan Ni-NTA agaroz resin yiiklenir. Kolondan akan ilk siiziintii fraksiyonundan (iS)
SDS-PAGE analizi igin 6rnek alinir. Kolon, iki defa 4 ml hiicre lizisi ve kolon yikama
tamponu 1 ile yikanir. Yikama fraksiyonlari (Y1; yikama 1, Y2; yikkama 2) SDS-PAGE
analizi icin saklanir. Yikama sonrasi 6 defa 500’er pl protein elisyon (E) tamponu 1 ile

saf protein 6rnegi kolondan toplanir [91], [92].

Birinci ifade vektorl icin yapilan son saflastirma yonteminde, TaENO genini iceren
E.coli hiicreleri 100 pg/ml ampisilin iceren 2xYT buyyon igerisinde 37 ‘C’'de ve 180
rom’de bir gece inkibe edilir. 100 pg/ml ampisilin iceren 500 ml 2xYT buyyon icerisine
bir gecelik kiltiirden 1 ml inokile edilir. ODggo’deki hiicre yogunlugu 0,6’ya ulasincaya
kadar inkibe edilir. Kaltar belirtilien hiicre yogunluguna ulastiginda son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilir. IPTG ile indiiklenmis kulttr 37
‘C’'de ve 180 rpm’de bir gece inkibe edilir. Bir gecelik indiklenmis kilttr ornekleri
5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Stipernatant dokdillr. Pelet, 3 ml diger yonteme
gore imidazol miktari 4 kat azaltilmis hiicre lizisi ve kolon yikama tamponu 1 ile ¢ozulir.
Hicreler, sonikator ile giic % 60’da 10 saniye acik 10 saniye kapali olarak dokuz

dongide parcgalanir. 14.000 rpm’de 1 saat 4 °C’'de santrifiij edilir.

Supernatant (L; hicre lizati) alinir ve SDS-PAGE analizi icin bir miktar ayrilir. Enzim ile
Ni-NTA agarozun etkilesimini arttirmak icin, elde edilen siipernatant 1 ml Ni-NTA
agaroz ile +4 °C’de 120 rpm hizla karistirilir. 1 saatin sonrasinda pistonu ¢ikariimis 5
ml’lik bir siringaya cam yunu yerlestirilir ve ug kismina bir tubing gegirilir. Bu sekilde
hazirlanan kolon sert bir ylizeye sabitlenir. Kolona slipernatant ile 1 saat sliresince
karistirilan Ni-NTA agaroz resin yiiklenir. Kolondan akan ilk siiziintii fraksiyonundan (iS)
SDS-PAGE analizi icin 6rnek alinir. Kolon, iki defa 4 ml hicre lizisi ve kolon yikama
tamponu 1 ile yikanir. Yikama fraksiyonlari (Y1; yikama 1, Y2; yikama 2) SDS-PAGE
analizi icin saklanir. Yikama sonrasi 6 defa 500’er ul protein ellisyon (E) tamponu 1 ile

saf protein 6rnegi kolondan toplanir [91], [92].
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2.2.10.2 Theileria annulata Enolaz Enziminin ikinci ifade Vektorii (pLATE31)

aracihigiyla E. coli'de Ekspresyonu ve Enzimin Saflastiriimasi

Protein eldesi igin kullanilan ikinci ifade vektéri ile yapilan ilk ekspresyon
denemesinde, TaENO genini iceren E.coli BL21(DE3) hicreleri 100 pg/ml ampisilin
iceren 2xYT buyyon icerisinde 37 °C’'de ve 200 rpm’de bir gece inkiibe edilerek 6n
kaltard yapilmistir. Ayni zamanda negatif kontrol olarak, TaENO genini icermeyen E.
coli BL21(DE3) soyunun da ayni sartlarda 6n kiltiirii yapilmistir. ilk ekspresyon
denemesinde uygulanan her adim, geni icerdigi bilenen pozitif 6rnek ve geni icermeyen

E. coli BL21(DE3) soyunda paralel olarak calisiimistir.

100 pg/ml ampisilin iceren 100 ml 2xYT buyyon igerisine bir gecelik 6n kultirden 0,5 ml
inokile edilir ve kiltir 37 °C'de ve 200 rpm’de ODggo’deki hiicre yogunlugu 0,5-0,6’ya
ulasincaya kadar inkiibe edilir. Kiltlr, belirtilen hiicre yogunluguna ulastiginda son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilir. IPTG ile indiiklenmis kulttr 37
°C’'de ve 200 rpm’de 3 saat inklbe edilir. 3 saat indiiklenmis kultlir 6rnekleri 4 °C’'de
5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Sipernatant dokulir. Pellet, 3 ml lizis tamponu
2 ile restispanse edilir ve sonikator ile glic % 40'ta 10 saniye acik 10 saniye kapali olarak
alti dongtide parcalanir. Sonike karisim 14.000 rpm’de 30 dakika 4 °C’de santrifiij edilir
[91].

ikinci ifade vektéri ile yapilan ¢éziiniir protein eldesi denemesinde, yukarida anlatilan
indikleme kosullari; sicaklik 25 °C, IPTG konsantrasyonu 0,5 mM ve indikleme siresi 6
saat olarak degistiriimis, inklibasyon hizi ayni tutulmus ve indiikleme Oncesi

basamaklar pozitif geni iceren ve icermeyen hiicre kiltiirinde aynen uygulanmistir.

indiiklenmis kiltiirler 5000 rpm’de 15 dakika 4 °C’de santrifiij edilir. Siipernatant
dokalar. Pellet, materyal bélimiinde verilen 3 ml lizis tamponu 2 ile restispanse edilir.
Resispanse pellet, sonikator ile giic % 40‘ta 10 saniye acik 10 saniye kapali olarak alti
dongide parcalanir. Sonike karisim 14.000 rpm’de 30 dakika 4 °C’de santriflij edilir.
Saflastirma islemine girmemis stpernatanttan (L; hiicre lizati) SDS-PAGE analizi ve

enzim aktivite tayini icin 6rnek alinir [91].
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Gozindr protein eldesi denemesindeki kosullar geni igeren hiicrede aynen uygulanarak
elde edilen hiicre lizati ile Gretici firmanin kitapgiginda verilen dogal sartlar altinda

saflastirma protokoliine gore saflastirma islemi gerceklestirilmistir [92].

His-tag ilaveli enzim ile Ni-NTA agarozun etkilesimini saglamak icin, elde edilen
stipernatant 1 ml Ni-NTA agaroz ile 1 saat boyunca +4 °C’de 120 rpm hizla karistirilir. 1
saatin sonunda pistonu ¢ikarilmis 5 ml’lik bir siringaya alt ylzeyini kaplayacak sekilde
kurutma kagidi gegirilir. Kurutma kagidinin {izerine siringanin 2 ml seviyesine kadar
cam yuni yerlestirilir ve ug kismina bir tubing gecirilir. Bu sekilde hazirlanan kolon sert
bir ylzeye sabitlenir. Kolona 1 saat boyunca calkalanan Ni-NTA agaroz ve protein
karisimi yiiklenir. Kolondan akan ilk stiziintii fraksiyonundan (iS) SDS-PAGE analizi igin
ornek alinir. Kolon, iki defa 4 ml yikama tamponu 2 ile yikanir. Yikama fraksiyonlari (Y1;
yikama 1, Y2; yikama 2) SDS-PAGE analizi igin saklanir. Yikama sonrasi 8 defa 500’er pl

elisyon (E) tamponu 2 ile saf protein 6rnegi kolondan toplanir [92].

2.2.11 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE yapiminda BIO-RAD Mini-PROTEAN" 3 Cell jel elektroforez sistemi
kullanilmistir. Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi igin kullanilan jel

asagidaki gibi hazirlanmistir [93]:

Ayirma jeli (% 12)

dH,0 3,35ml
1,5 M Tris HCI (pH:8.8) 2,5ml
% 10 SDS 100ul
% 30 Akrilamid/ Bis 4dml

% 10 Amonyum persulfat 75ul
TEMED 15 pl
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Yiikleme jeli (% 4)

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

TEMED 12 ul

Ornekler jele yiiklenmeden énce esit miktarda SDS-PAGE SAB boyasi ilave edilerek 5
dakika kaynatilir. Elektroforez i¢in 1X Tank tamponu kullanilir. Bromfenol mavisi jelin
sonuna gelinceye kadar 20 mA’da yurutulir. Elektroforez yapilmasindan sonra protein
boyama sollisyonu kullanilarak jel, 37°C’'de 1 saat siireyle boyanir ve sonrasinda
protein bantlari goriniir hale gelinceye kadar boya uzaklastirici (Destaining) sollisyon
ile yikanir. Jeller, fotograflari alindiktan sonra jel kurutma sistemi ile kurutularak

saklanir [93].

2.2.12 Enzimin Molekil Agirhiginin ve Ekstinksiyon Katsayisinin Hesaplanmasi

Saflastirilan proteinin konsantrasyonunun hesaplanmasi igin, molekil agirliginin ve
molar absorbsiyon katsayisi (g; Extinction Coefficient) bilinmesi gerekmektedir. Bu iki
degerin hesaplamasi web tabanl “Peptide Property Calculator” isimli program ile
yaptimistir [94]. Hesaplamalar, programa veri olarak girilen aminoasit dizisini temel

alarak yapilmistir [63].

2.2.13 Saflastirilmis Proteinde Spektrofotometrik Yontemle Konsantrasyon Tayini

Saflastirilmis enolaz proteininin molar absorbsiyon katsayisi ve molekil agirhg
kullanilarak absorbans spektroskopisi ile konsantrasyonunun hesaplanmasinda Beer-
Lambert Kanunu esas alinmistir. Bunun icin saf protein sollisyonunun 280 nm’deki
absorbans degeri (Ays0) okunmustur. Elde edilen bu degerle birlikte saflastirilmis molar
ekstinksiyon katsayilari (g) ve molekil agirliklari (MW) kullanilarak asagidaki

formiullerle protein konsantrasyonu (c) hesaplanmistir:
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¢ (mol/l)=Ag0/( € x L) (2.1)
c (mg/ml)= (Azgo x MW)/( € x L) (2.2)

Yukaridaki formullerde verilen L degeri isik yolu uzunlugu olup birimi cm’dir. Bununla
birlikte standart spektrofotometreler 1 cm genigliginde 6rnek kivetlerinin kullanimi

icin uygun odugundan L degeri genellikle 1 cm’dir.

Yapilan galismalarda A,go degerinin spektrofotometre ile 6l¢ciimiinde 1 cm genisliginde
kuvartz kuvet kullanildigi icin protein konsantrasyonu (2.4)'te verilen esitlik kullanilarak

hesaplanmistir [95]:

¢ (mol/1)=Ayg0/ € (2.3)

c (mg/ml)= (Azg0 X MW)/ € (2.4)

2.2.14 Spektrofotometrik Yontemle Enzim Aktivitesi Tayini

Theileria annulata enolaz enziminin aktivite Olcimi, UNICAM UV-Visible
spektrofotometre kullanilarak 2-PGA’nin  PEP’e donlsiminin 240 nm’deki
(AA240/dakika) absorbans artisi takip edilerek yapilmistir. Reaksiyon hacmi 1 ml ve
reaksiyon siiresi 2 dakika olarak kabul edilmistir. Bltlin reaksiyonlar 1,5 mM MgCl,
iceren 50 mM Tris/HCI (pH:7,4) tamponunda 25°C’'de gerceklestirilmistir. Reaksiyonda
substrat olarak 1,5 mM 2-PGA kullanilmistir. Olgiim alinirken 1 ml’lik kuvartz kiivete
tampon ve substrat ilavesinden sonra, en son enzim ilave edilerek reaksiyon baslatilir
[58], [96]. Saflastirilan enolaz enzimi icin spesifik aktivite tayini yapilmistir. Bir enzim
icin spesifik aktivite, 1 mg enzim proteini basina disen enzim Unitesidir. Spesifik
aktivite hesabi icin oncelikle saf enzimin aktivite degeri elde edilmelidir. Enzim
aktivitesi, 1 dakikada 1umol substrati degistiren enzim etkinligidir. 1 ml reaksiyon
hacmi ve kuvetteki 1 cm 1sik yolu uzunlugu icin AAys0/dk degeri spektrofotometre
araciligiyla elde edilir. Reaksiyonda PEP olusumu ile gozlenen absorbans artisi temel
alindigi icin, PEP'in molar absorbslama katsayisi (epep) hesaba katiimalidir. Toplam
reaksiyon hacmi (Vt) ve reaksiyona giren enzim hacmi (Ve) de hesaba katilmaktadir.

Enzim aktivitesi Unite/ml (U/ml) cinsinden (2.5) esitligine gére hesaplanmistir [58].

U/ml = (AAz40/dk) * Vt / (gpep *Ve) (2.5)
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Daha sonra aktivite tayini igin kullanilan enzim g¢dzeltisinin konsantrasyonu hesaba

katilarak 1 mg enzim proteini basina disen enzim Unitesi bulunur.

2.2.15 Saflagtirilan Enzimin Kinetik Analizi

Enzimler, biyolojik tepkimeleri hizlandiran biyoljik katalizorlerdir. Enzimlerin
katalizledikleri reaksiyonlardaki reaktantlar, her bir enzime 6zgl olan, substratlar ve

reaksiyon sonucu ortaya ¢ikanlar da trinler olarak adlandiriilmaktadir.

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarinin deneysel parametrelerdeki degismelerle nasil
degistiklerinin incelenmesi, enzim kinetikleri olarak bilinir. Tek substratli enzimatik bir

reaksiyon mekanizmasi asagidaki sekilde verilen denklemle 6zetlenmektedir.

/! e
— - ES k';E+U

k-1

E+S

Sekil 2. 4 Tek substratl bir enzimatik reaksiyonda substratin Griine déntsimu (E:
enzim, S: substrat, U: irlin, ki, k.1, ko: hiz sabitleri)

Sekil 2.4'te verildigi gibi enzim ve substrat k; hiz sabiti ile enzim-substrat kompleksini
olusturmakta, olusan ES kompleksi k, hiz sabiti ile geri donisliimsiz olarak Urin

olusturmakta ya da k_; hiz sabiti ile enzim ve substrata ayrismaktadir [97].

Bir enzimatik reaksiyonun hizi, enzim etkisiyle zaman birimi basina (1 dakikada veya 1
saniyede) olusan drlinlin veya Urine donlsen substratin miktarina gore ifade
edilmektedir. Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik
reaksiyonun hizinin, enzim etkisiyle optimal kosullarda belirli sirede Urine

dondstirilen substrat miktarina gore ifadesidir.

Enzim konsantrasyonu ve diger bitlin sartlarin sabit oldugu bir ortamda ¢ok kiictk bir
substrat konsantrasyonunda, enzim molekillerinin ¢ogu serbest kalir, ES kompleksi az
miktarda olusur ve dolayisiyla lirine donlisen substrat miktari veya reaksiyonun hizi
kiiciktlr. Substrat konsantrasyonunun belirli artislari ile enzim molekdllerinin yarisinin
serbest kalip yarisinin ES kompleksi olusturdugu yari maksimal hiz (1/2 Vmax) noktasina
ulasilir. Substrat konsantrasyonunun belirli artislarinin devaminda enzim molekillerinin

hepsinin ES kompleksi olusturdugu bir noktada reaksiyon hizi maksimumdur (Vmax) ve

42



bu noktadan sonra substrat konsantrasyonunun artisi ile reaksiyon hizi artmaz. Tek
substrath bir enzimatik tepkimede substrat konsantrasyonu ve reaksiyon hizi arasindaki

iliskiyi gosteren grafik Sekil 2. 7'te verilmistir [97, 98].

Hiz (v)

o substrat konsantrasyonu [S]

Sekil 2. 5 Tek substratli bir enzimatik tepkimede substrat konsantrasyonu ve reaksiyon
hizi arasindaki iliskiyi gosteren grafik [97]

Enzim konsantrasyonu ve diger bitln sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik
tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun artirilmasiyla baslangigta dogrusal bir
artis gosterir; fakat substrat ilave edildikce hiz giderek daha az artar ve belirli bir Vmax

diizeyinde sabit kalmaktadir.

Vmax noktasindaki substrat konsantrasyonu enzimi doyuran ve bunun (zerinde
herhangi bir deger olabileceginden bunun 6l¢lilmesi pratik olarak zordur. Buna karsilik
enzimatik bir reaksiyonda enzim molekdllerinin yarisinin substrata doydugu ve boylece
yart maksimal hizin (1/2 Vihax) gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonu olgilebilir.
Bir enzimatik reaksiyonda enzim molekillerinin yarisinin substrata doydugu ve boylece
yart maksimal hizin goézlendigi noktadaki substrat konsantrasyonuna “Michaelis-
Menten sabiti” denir ve K., ile gosterilmektedir. Michaelis—Menten kinetigi, enzim
kinetiginin en basit ve en iyi modellerinden biridir ve model, Alman biyokimyaci Leonor

Michaelis ve Kanadali doktor Maud Menten'e atfen adlandiriimistir.

Bir enzim icin Km (Michaelis-Menten sabiti), enzim ile verilen substratin karsilikh

etkilesimlerini karakterize eden bir sabit sayidir; enzim konsantrasyonundan bagimsiz
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bir degerdir; maksimum hizin yarisina erisildigi andaki substrat konsantrasyonunu
gostermektedir. Enzimatik bir reaksiyon icin K., baslangic hizini (V,) substrat
konsantrasyonunun [S] bir fonksiyonu kabul ederek grafik cizmek suretiyle deneysel

olarak saptanabilmektedir.

Enzimatik bir reaksiyon icin V,, Vima, Km ve [S] arasindaki iliski, “Michaelis-Menten

denklemi” denilen (2.6) esitligiyle ifade edilmektedir;

Vo= (Vimax [S])/(Km"'[s]) (2.6)

Michaelis-Menten denklemi, enzimatik bir reaksiyon icin baslangic hizini (V,) substrat
konsantrasyonunun [S] bir fonksiyonu kabul ederek cizilen hiperbolik egrinin

matematiksel ifadesidir.

Michaelis-Menten denklemi, bir enzimin etkili oldugu reaksiyonda, substrat

konsantrasyonuna gore ne sekilde davranacagini tanimlamaktadir:

1) K ¢cok biyik ([S], Kn'den ¢ok c¢ok kiiglik) ise, enzimatik reaksiyonun hizi substrat
konsantrasyonuna baglidir. Boyle reaksiyonlar, birinci dereceden reaksiyon olarak

tanimlanirlar.

2) Km cok kicuk ([S], Km'den ¢ok cok biylik) ise, enzimatik reaksiyonun hizi substrat
konsantrasyonuna bagh degildir; Vimax degerine esittir. Boyle reaksiyonlar sifirinc

dereceden reaksiyon olarak tanimlanir.

3) Km, [S]'ye esit ise, enzimatik reaksiyonun hizi substrat konsantrasyonuna bagh

degildir; 1/2 Vhax degerine esittir.

Michaelis-Menten denklemine goére; K., enzimin substratina karsi olan ilgisini
gostermektedir. K, degeri kiiglik olan enzim, substrati icin yliksek bir affinite gosterir;
enzim dislik bir substrat konsantrasyonunda doyarak maksimal hiz saglar. K, degeri
10°° M (102 mM) ve daha dislk olan enzimler yiksek affiniteli enzimlerdir ki bunlarin
metabolizmada bilyiuk 6nemi vardir. K., degeri biyiik olan enzim, substrati icin disik
bir affinite gosterir; enzimin yari doygunluga ulasmasi icin daha fazla substrat
konsantrasyonu gerekmektedir. Bir enzim icin K, degeri, enzim ile verilen substratin

karsilikli etkilesimini karakterize eden bir sabit sayidir [97], [99].
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Michaelis-Menten denklemi bir hiperbolik egrinin denklemi oldugundan ve hiperbolik
egrinin karakteristik noktalarini belirlemek zor oldugundan bir enzime ait Vi ve Kp'yi
deneysel olarak incelemeyi kolaylastirmak icin grafigi dogrusal olan (Sekil 2.8) baska
denklemler de oOnerilmistir. Bunlardan Michaelis-Menten denklemini tersine gevirip
carpanlarina ayirmakla elde edilen, (2.7)'te verilen Lineweaver-Burk denklemi, en sik

kullanilanidir [97], [100];

(1/Vo)= [(Km/Vimax [SD]+ (1/ Vimax) (2.7)

==

™.

i

_ﬁ\‘ T 1

Sekil 2. 6 Lineweaver-Burk grafigi [97]

Bu tez calismasinda pLATE31 vektori ile yiritilen ¢alismalar sonucunda saf olarak
elde edilen enzimin, segilen farkli substrat konsantrasyonlarindaki reaksiyon
degerlerine gore kinetik 6zellikleri tayin edilmistir. Yapilan kinetik 6lg¢limler, Gi¢ tekrarh
olarak alinmistir. Olciimler sonucunda elde edilen degerler araciligiyla enzimin kararli
hal kinetik grafigi eldesi ve K., Vmax, degerlerinin hesaplanmasinda GraFit 3.0 [101]

isimli programdan faydalanilmistir.

Optimal pH, sicaklik ve doyurucu substrat konsantrasyonunda bir tek enzim molekilQ
tarafindan birim zamanda Uriine donuUstlrilen substrat molekili sayisina, enzime ait
donisim sayisi denir ve kisaca ket semboli ile gosterilmektedir. ke, degeri, program
ile elde edilen Vmax ve enzim konsantrasyonu hesaba katilarak bulunur. Oncelikle
reaksiyona giren enzim konsantrasyonu molar (M) cinsinden hesaplanmaktadir. Daha
sonra (2.8) esitliginden hesaplanan degerin (a), enzim konsantrasyonuna orani Kkcat

degerini vermektedir [91].
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a=( Vmax/ EPEP) / 60 (28)

(2.7) esitligindeki 60 degeri, 1 dakikanin saniyeye ¢evrimi icin kullaniimaktadir.

Katalitik etkinlik anlamina gelen ke/Ky sabiti ise bir enzimin substratini Griine

donlstirmekte ne kadar verimli oldugunun bir gostergesidir [91].
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BOLUM 3

SONUC VE ONERILER

Sonuglar ve oOneriler bélimiinde, TaENO geninden intron ¢ikarilmasi ile baslayip,
saflastirilan aktif enzimin kinetik analizi ile sonlanan deneyler temel olarak 5 ana baslik
altinda (3.1 - 3.5) anlatilmis olup, her bir ¢alisma ile ilgili optimizasyon denemeleri, ilgili

ana basligin kendi igerisinde alt baghklandirilarak verilmistir.

3.1 TaENO Geninden intronun Uzaklastirimasinda Kullanilan Polimeraz Zincir

Reaksiyonu Temelli Yonlendirilmis Mutagenez Yontemi

intronsuz genin komplementer DNA araciligiyla eldesini saglayacak Theileria annulata
RNA 6rnegi, calisilan hastaligin mevsimsel olmasi nedeniyle temin edilememistir. Bu
nedenle enolaz enzimini kodlayan geni intronlu olarak iceren stok plazmid DNA'si
baslangic materyali olarak kabul edilmistir. Calismanin bu bélimiinde, TaENO geninde
bulunan intronun, PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi kullanilarak

uzaklagtiriimasi hedeflenmistir.

U¢ farkll vyaklasimla gerceklestirilen PCR temelli yénlendirilmis mutagenez
yontemlerindeki primerlerin timdi, 2.1.7’de belirtilen intronlu T. annulata enolaz

enzimini kodalayan gen dizisi referans alinarak tasarlanmistir.

3.1.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Temelli Yonlendirilmis Mutagenez Yontemi 1

Bu yontem ile T. annulata’nin enolaz enzimini kodlayan genin intronsuz olarak

amplifiye edilmesini saglamak icin, mutajenik 5’ primeri ve enzim saflastirma islemine
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uygun 3’ primeri tasarlanmistir. intron bélgesinin, TaENO geninin 5’ ucundaki 40.
bazdan baslamasi ve 36 b¢’lik kisa bir DNA dizisi olmasi nedeniyle, genin 5’ ucuna
komplementer ve intronlu bolgeyi atlayarak geni amplifiye edecek olan mutajenik
TaENO4 primeri tasarlanmistir. 5' ucuna yakin bir intronun uzaklastirilmasi icin yapilan
bu deney tasarimi, bilgimiz dahilinde, ilk kez bu tez ¢alismasinda gelistirilmistir. Genin
3’ ucuna komplementer ve Uretilecek olan enolaz enziminin, ileride anlatilacagi gibi, Ni-
NTA agaroz kullanilarak saflastirilmasinda faydalanilacak 6 His-tag kodonu iceren
TaENO2 primeri tasarlanmistir. Genin ifade vektoriine aktarilmasini saglamak amaciyla,
tasarlanan primer dizilerine ek olarak uygun restriksiyon endontikleaz kesim bélgeleri
ilave edilmistir. intonsuz enolaz genini kesen ve kesmeyen enzimler Restriction Mapper
isimli web tabanl bir program araciligi ile tespit edilmistir [102]. TaENO’yu kesmeyen
restriksiyon enzim listesi, ifade vektoriiniin ¢oklu klonlama bélgesindeki restriksiyon
enzim listesi ile karsilastiriimis ve sadece Pstl (CTGCAG) kullanima uygun enzim olarak
segilebilmigstir. Pstl enzim kesim dizisi, TaENO4 primerindeki baslama kodonu ATG’den
hemen o6nce kullanilmistir. Ayrica TaENO4, amplifikasyon sirasinda kalip DNA’ya
baglanma glclini arttirmak icin, introndan sonra gelen ve genin 5 ucuna
komplementer 10 niikleotidlik DNA dizisini de icermektedir. Pstl enzim kesim dizisi 3’
primerinde de kullanilmistir ve bu bolgenin hemen ardindan sonlanma kodonu, 6 His-
tag bolgesi ve genin 3’ ucuna komplementer dizi gelmektedir. Yontemde kullanilan
primerler Cizelge 3.1'de verilmistir. Primerlere ait Tm degerleri degerleri web tabanli

bir program kullanilarak hesaplanmistir [103].

Cizelge 3. 1 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 1 igin tasarlanan primerler
(Restriksiyon endonikleaz kesim dizisi mavi, baslama kodonu kirmizi, sonlanma
kodonu yesil, 6 His-tag dizisi turuncu renk ve intronun uzaklastirildig1 boélge kirmizi diiz
cizgi ile gosterilmistir)

Primer Primer Dizisi Uzunluk | Tm
Adi (bg) (°C)

5 TTTCTGCAGATGTCTGTTGTTAAGTCTCTTAAAGCCCGGGA
TaENO4 | ATTCTTGIATTCCAGAGG 3’ >9 70,9

S5'TTTTCTGCAGTTA GTGGGACAA
TaENO2 GTTTCTG 3 47 68,9
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TaENO genini intronsuz olarak amplifiye etmesi beklenen 5’ ucuna komplementer olan
TaENO4 ve 3’ ucuna komplementer olan TaENO2 primerleri ile gergeklestirilen
polimeraz zincir reaksiyonu ile genin amplifikasyonu saglanmistir. Ancak intronun 36 bg
buyukliginde olmasi nedeniyle EtBr ile boyanmis %1’lik agaroz jelde, intronlu ve

intronsuz genin ayrimi yapilamamistir (Sekil 3. 1).

he
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M 1 2

Sekil 3. 1 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 1 ile amplifikasyonu
gercgeklestirilen Grindn jel gorintlist M: GeneRuler DNA Marker, 1: Yontem 1 ile elde
edilen saf polimeraz zincir reaksiyonu iriini (beklenen biiyiklik: 1329 bg), 2: intronlu

saf TaENO geni (1365 bg)

Bu yontem ile intronun uzaklastirilmasinda basari saglanip saglanamadigi DNA dizi
analizi sonucuna gore belirlenmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu temelli yonlendirilmis
mutagenez yontemi 1 ile elde edilen PCR uriinli, TaENO geninde intronun oldugu 5’
ucunu diizglin okuyabilmesini saglamak amaciyla genin 345. bazindan baslayarak 3’'<5’

yoniinde okuma yapan TaENOS primeri ile dizilenmistir.

intronlu TaENO gen dizisi ile bu ydéntem ile elde edilen PCR iriiniiniin dizileme
sonucunun karsilastirmasi Sekil 3.2’de verilmistir. Bu karsilastirmali dizi analizi web

tabanli bir program kullanilarak yapilmistir [104].
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Sekil 3. 2 intronlu TaENO gen dizisi (1. sira) ile PCR temelli yénlendirilmis mutagenez
yontemi 1 ile elde edilen Grintin TaENOS primeri ile 3’25’ yuniinde okunan DNA dizi
analizi sonucunun (2. sira) karsilastiriimasi (kirmizi kutu igine alinan bolge intronu
temsil etmektedir)

TaENO4 primeri, kalip DNA ile mutasyonu planlanan boélgeden 6nceki DNA dizisinde
belirli bir oranda dizglin baglanma gerceklestirdiginden Yontem 1’de genin intronlu
olarak dogru biyuklikte amplifikasyonunu sagladigl ancak intronu uzaklastirmada
basarisiz oldugu gorilmektedir. Ancak primere, mutasyon vyapilmasi tasarlanan
bolgeden sonra gelen 10 niikleotidlik dizinin eklenmis olmasi ve gikarilmasi hedeflenen
intron buyUkliglinin TaENO4 primerinin kendi bulyukliglne yakin olmasi, primerin

introndan sonraki kalip DNA ile dogru bir sekilde baglanamama nedenleri olabilir.

TaENO4 primeri kalip DNA ile tam olarak gi¢lu bir baglanma gerceklestiremedigi icin,
intronu atlamada ve introndan sonraki dizi ile eslesmede basarisiz olmustur. Ayrica
uzun bir primer oldugu icin genin 5 ucu ile baglanmasinin ardindan kendi Ustlinde
muhtemel katlanmalar gerceklesmis ve genin sadece belirli bir kismina baglanan kiglik
bir primer gorevi géormis olabilir [105]. Yontem 1 ile gerceklestirilen PCR temelli
mutagenez Urlninln dizileme kromatograminda intron iceren bolge Sekil 3.3’te

verilmistir.
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Sekil 3. 3 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 1 ile elde edilen PCR
Urdnldnin DNA dizi analizi kromotogramindaki intron bélgesi (kirmizi kutu intron
dizisini temsil etmektedir)

3.1.2  Polimeraz Zincir Reaksiyonu Temelli Yonlendirilmis Mutagenez Yontemi 2

Yontem 2 ile T. annulata’nin enolaz enzimini kodlayan genin intronsuz olarak amplifiye
edilmesini saglamak igin yeni mutajenik 5" primerleri tasarlanmistir. 3’ primeri olarak
yontem 1’de belirtilen TaENO2 primeri kullaniimistir. Yontem 1 ile TaENO4 primeri
kullanilarak 36 bg’lik intron bdlgesinin tek seferde uzaklastiriimasinda basari
saglanamadigi icin, genin 5’ ucundaki intron dizisi 12 b¢’lik 3 esit parcaya ayriimis ve
her bir basamakta introndaki dizilis sirasina goére 12 bg’lik intron pargalarini
uzaklagtiracak yeni mutajenik primerler tasarlanmistir. TaENO geninin baslama kodonu
ile baslayan ve introndaki ilk 12 b¢’lik DNA dizisini atlayarak intronun son 24 bg¢’'ni
iceren 5’ primeri TAaENO6, TaENO geninin baslama kodonu ile baslayan ve introndaki
ikinci 12 b¢’lik parcayl atlayarak intronun son 12 bg¢’ni ve intronun devamindaki 5
ucuna komplementer DNA dizisinden 10 niikleotid daha igeren 5’ primeri TaENO7
tasarlanmistir. introndaki son 12 b¢’lik parcayi uzaklastirmak icin ydntem 1’de belirtilen

TaENO4 primeri kullanilmistir. Bu yontemin sematik gosterimi Sekil 3.4'te verilmistir.
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Sekil 3. 4 TaENO’nun polimeraz zincir reaksiyonu temelli yonlendirilmis mutagenez
teknigi 2 ile intronsuz olarak amplifikasyonun sematik gosterimi

Genin pKK223-3 vektérine klonlanmasini saglayacak Pstl (CTGCAG) enzim kesim
bolgesi TaENO6 ve TaENO7 5 mutajenik primerlerine, baslama kodonunun hemen
Oncesinde ilave edilmistir. Yontemde kullanilan primerler Cizelge 3.2'de verilmistir.
Yeni tasarlanan mutajenik primerlere ait Tm degerleri degerleri web tabanh bir

program kullanilarak hesaplanmistir [103].
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Cizelge 3. 2 PCR temelli ydonlendirilmis mutagenez yontemi 2 igin tasarlanan primerler
(Restriksiyon endonikleaz kesim dizisi mavi, baslama kodonu kirmizi, sonlanma
kodonu yesil ve 6 His-tag dizisi turuncu renk ile gésterilmistir)

Primer Uzunluk Tm
Primer Dizisi
Adi (bg) (°C)
S TTTCTGCAGATGTCTGTTGTTAAGTCTCTTAAAGCCCGGG
TaENOG6 73 69,2

AAATTCTTGTTTTGTGTTAATAACAATTTTTAG 3’

S’ TTTCTGCAGATGTCTGTTGTTAAGTCTCTTAAAGCCCGGG
TaENO7 71 71
AAATTCTTGAACAATTTTTAGATTCCAGAGG 3’

S5’ TTTCTGCAGATGTCTGTTGTTAAGTCTCTTAAAGCCCGGG
TaENO4 59 70,9
AAATTCTTGIATTCCAGAGG 3’

5'TTTTCTGCAGTTA GTGGGAC
TaENO2 47 68,9
AAGTTTCTG 3’

Bu yontem ile gelistirilen lic asamali polimeraz zincir reaksiyonu ile intronun gikarilmasi
tasarimi, bilgimiz dahilinde, ilk kez bu tez calismasinda uygulanmistir. ilk asama
polimeraz zincir reaksiyonunda introndaki ilk 12 b¢’lik dizinin uzaklastirilmasi igin 5’
primeri TaENOG6 ve 3’ primeri TaENO?2 ile gergeklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu ile

genin amplifikasyonu saglanmistir (Sekil 3.5a).

ikinci asama polimeraz zincir reaksiyonunda kalip olarak ilk asamadaki PCR {riinii
kullanilmis ve introndaki ikinci 12 b¢’lik dizinin uzaklastiriimasi icin 5’ primeri TaENO7

ve 3’ primeri TaENO2 kullanilarak genin amplifikasyonu saglanmistir (Sekil 3.5b).

Uglincli asama polimeraz zincir reaksiyonu temelli ydnlendirilmis mutagenezinde kalip
olarak ikinci asamadaki PCR urlini kullanilmis ve introndaki son 12 bg¢’lik dizinin
uzaklagtiriimasi igin 5” primeri TaENO4 ve 3’ primeri TaENO2 kullanilarak TaENO’nun

intronsuz amplifikasyonu hedeflenmistir (Sekil 3.5c).
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Sekil 3. 5 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 3 ile amplifikasyonu
gerceklestirilen birinci (a: 1353 bg), ikinci (b: 1341 bg), tGglinci (c: 1329 bg) basamak
Urlnlerinin jel gérintlsi. M: GeneRuler DNA Marker

PCR temelli yénlendirilmis mutagenez yontemi 1'de belirtildigi gibi intronun 36 bg
blydkliginde olmasi nedeniyle EtBr ile boyanmis %1’lik agaroz jelde, intronlu ve
intronsuz genin ayrimi yapilamadigi i¢in ti¢ asamasi tamamlanmis PCR riini DNA dizi
analizine gonderilmistir. Bu yontem ile intronun uzaklastirilmasinda basari saglanip
saglanamadigi DNA dizi analizi sonucuna gore belirlenmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 2 ile elde edilen PCR (rind,
TaENO geninde intronun oldugu 5’ ucunu diizglin okuyabilmesini saglamak amaciyla
genin 345. bazindan baslayarak 3’<5’ yoniinde okuma yapan TaENOS5 primeri ile

dizilenmistir.

intronlu TaENO gen dizisi ile Yontem 2 ile elde edilen PCR iriiniiniin dizileme sonucu
karsilastirmasi Sekil 3.6’da verilmistir. Bu karsilastirmali dizi analizi web tabanli bir
program kullanilarak yapiimistir [104]. Sekil 3.6’da goruldtgi gibi intronu 12 bg’lik
kiicik parcalar halinde uzaklastirma stratejisi basari saglamistir. Bu sonug ile, mutasyon
yapilmasi tasarlanan DNA uzunlugunun, mutasyonu saglayacak primer uzunlugu ile
orantili olmasi gerektigi ve ayrica primerin kalip DNA’da mutasyonu tasarlanan
bolgeden Once ve sonraki baglanma uzunluklarinin da onemli oldugu vyargisina

varilmaktadir.
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Sekil 3. 6 intronlu TaENO gen dizisi (1. sira) ile PCR temelli yénlendirilmis mutagenez
yontemi 2 ile elde edilen Griiniin TaENOS primeri ile 3’25’ yoniinde okunan DNA dizi
analizi sonucunun (2. sira) karsilastiriimasi (kirmizi kutu igine alinan bolge intronun
cikarildig bolgeyi temsil etmektedir)

Yontem 1’de kullanilan ve tek asamali polimeraz zincir reaksiyonuyla 36 b¢’lik intronu
uzaklastimada basarisiz olan TaENO4 primerinin, Yontem 2’de introndaki son 12 b¢’lik
diziyi uzaklastirmada basarili olmasi bu yargilarin dogrulugunu gostermektedir. Yontem
2’de TaENO4 primeri mutasyonu hedeflenen dizinin Ugte bir oraninda daha kigik bir
dizi olmasi nedeniyle intron bolgesini atlayarak, introndan sonraki dizi ile dogru bir
sekilde baglanabilmis ve intronun son parcasini uzaklastirarak TaENO’yu intronsuz
olarak amplifiye edebilmistir. Mutasyon yapilacak bdlgenin Yontem 1’e gore kisa
tutulmasi sonucunda primer ve kalip DNA arasinda olusmasi istenilen hidrojen baglari,
molekiller arasi etkilesim mesafesi dogru bir sekilde saglandigindan dolayi
kurulabilmistir. Yontem 2’de kullanilan diger TaENO6 ve TaENO7 primerlerinin basarili
olmasinda da ayni nedenler etkili olmustur. Bu sonuglarla tek bir primer ile mutasyon
yapilirken, mutasyon yapilacak DNA uzunlugunun ve primerin mutasyon bolgesinden
onceki ve sonraki dizi uzunlugunun, primerin kalip DNA ile dogru bir sekilde baglanmasi
icin dikkat edilmesi gereken unsurlar oldugu soylenebilir. PCR temelli mutagenez
teknigi 2 ile elde edilen PCR Uriiniinlin kromatograminda intronun c¢ikarildigi bélge Sekil

3.7’de verilmistir.
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Sekil 3. 7 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 2 ile elde edilen PCR
Urdnlnin DNA dizi analizi kromotograminda intronun ¢ikarildig1 bolge (intronun
uzaklastirildigi bolge siyah ok ile gosterilmistir)
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3.1.3  Polimeraz Zincir Reaksiyonu Temelli Yonlendirilmis Mutagenez Yontemi 3

Yontem 2 ile es zamanl olarak, introndan 6nceki ve sonraki dizilerin, birbiri ile
komplementer diziler icerecek sekilde, iki ayr parca halinde amplifikasyonu ve daha
sonra bu parcalarin birlestirilmesi ile, genin intronsuz olarak tam uzunlukta
amplifikasyonunu saglayacak yeni bir deneme plani yapilmistir. Bu deneme plani igin
yeni mutajenik primerler tasarlanmistir. intron bélgesini atlayarak birinci gen
parcasinin 3’ ucuna komplementer olan ve Yontem 1’de belirtilen 5’ primeri TaENO4 ile
birlikte birinci gen pargasini amplifiye edecek olan TaENO9 primeri tasarlanmistir.
TaENO9 primeri TaENO geninde introndan sonra gelen 16 b¢’lik ve introndan 6nce
gelen 11 bg’lik diziyi icermektedir. ikinci gen pargasinin Yontem 1’de belirtilen 3’
primeri TaENO2 ile birlikte intronsuz amplifikasyonunu saglamak amaciyla, bu ikinci
gen parcasinin 5 ucuna komplementer TaENO8 primeri tasarlanmistir. TaENOS8
primeri, TAaENO9 primerinin komplementer halidir ve TaENO geninde introndan sonra
once gelen 11 b¢’lik ve introndan sonra gelen 16 b¢'lik diziyi icermektedir. Yontemde
kullanilan primerler Cizelge 3.3'te verilmistir. Yeni tasarlanan mutajenik primerlere ait

Tm degerleri degerleri web tabanli bir program kullanilarak hesaplanmistir [103].
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Cizelge 3. 3 PCR temelli ydonlendirilmis mutagenez yontemi 3 igin tasarlanan primerler
(Restriksiyon endonikleaz kesim dizisi mavi, baslama kodonu kirmizi, sonlanma
kodonu yesil, 6 His-tag dizisi turuncu renk ve intronun uzaklastirildigi bélge kirmizi diiz
cizgi ile gosterilmistir)

Primer Uzunluk Tm
Primer Dizisi

Adi (bg) (°c)

TaENOS8 | 5 GGAAATTCTTGIATTCCAGAGGAAATCC 3’ 27 56,7

TaENO9 | 5 GGATTTCCTCITGGAATCAAGAATTTCC 3’ 27 56,7

S5’ TTTCTGCAGATGTCTGTTGTTAAGTCTCTTAAAGCCCGGG
TaENO4 59 70,9
AAATTCTTGIATTCCAGAGG 3’

5'TTTTCTGCAGTTA GTGGGACA
TaENO2 47 68,9
AGTTTCTG 3’

introndan 6nceki gen dizisinin olduk¢a kisa olmasi ve bu nedenle gerekli DNA
parcasinin elde edilememesi ihtimali gbz 6nlinde bulundurularak, éncelikli olarak tercih
edilmeyen bu yontem, Yontem 2’de basarili bir sonuca ulasilamamasi nedeniyle

Yontem 2 denemeleriile es zamanli olarak yuratilmustar.

Bu yontemde TaENO genini introndan arindirmak icin ilk polimeraz zincir reaksiyonuyla
gende, introndan Once ve sonra gelen DNA parcalarinin, TaENO8 ve TaENQ9 primerleri
araciligiyla birbirlerine komplementer diziler icerecek sekilde amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. TaENO4 ve TaENQ9 primerleri ile birinci gen pargasi, intronu
atlayarak ve TaENO9 primerine eklenmis olan ve gen pargasinin, introndan sonra gelen
3’ ucuna komplementer olacak dizi ile birlikte 68 bg¢ blyukliglinde amplifiye edilmistir.
Ayni reaksiyon kosullarinda ve ayni kalip DNA ile TaENO8 ve TaENO2 primerleri
kullanilarak ikinci gen parcasi, TaENOS8 primerine eklenmis olan ve ikinci gen pargasinin
introndan once gelen 5’ ucuna komplementer dizi ile birlikte 1311 bg¢ blyukliginde
amplifiye edilmistir. Her iki DNA parcasinin amplifikasyonunda uygun olan DNA
polimeraz enzim secimi icin 3 farkli DNA polimeraz ile polimeraz zincir reaksiyonlari

gerceklestirilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3. 8 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 3'te farkl enzimlerle
amplifikasye edilen birinci ve ikinci gen pargalarinin jel goriintiisi M: GeneRuler DNA
Marker, 1, 2, 3 nolu hatlar: birinci gen parcasi amplifikasyon (rtnleri, 4, 5, 6 nolu
hatlar: ikinci gen pargasi amplifikasyon Griinleri. 1, 4 nolu hatlar Pfu DNA Polimeraz ile,
2 ve 5 nolu hatlar Tag polimeraz ile, 3 ve 6 nolu hatlar Long PCR Enzyme Mix ile aplifiye
edilmistir.

Long PCR Enzyme Mix enzimi, Tag polimeraz ile isil kararhligi yliksek ve hata okuma
(proofreading) aktivitesine sahip bir diger enzimin karisimindan olusan bir enzimdir. Bu
iki enzimin isbirligi, uzun PCR UrUnlerinin cogaltiimasinda Tag polimeraz'dan daha fazla
verim saglamaktadir [106]. Bu nedenle 68 bg'lik kisa birinci gen parcasinin
amplifikasyonunda basarisiz olmus olabilir. Ayni zamanda Pfu DNA polimeraz da hata
okuma o6zlelligine sahiptir. Amplifikasyon sirasinda olusabilecek enzim kaynakl olasi
mutasyonlari engellemek icin Pfu DNA Polimeraz ve Long PCR Enzyme Mix ile elde
edilen drinler ile calisamaya devam edilmistir. Hata okuma 06zelligi olmadigi icin Tag
DNA Polimeraz enzimi ile elde edilen Grinlerin kullanimi glivenli bulunmamistir. Sekil
3.8’de goriilen sonuca goére birinci gen pargasinin amplifikasyonu igin en uygun enzim

Pfu DNA Polimeraz ve ikinci gen pargasinin amplifikasyonu igin en uygun enzim Long

PCR Enzyme Mix olarak secilmistir.

Elde edilen birinci ve ikinci gen pargalari introndan arindiriimis olmalidir ve birbirine
komplementer diziler icermektedir. TaENO genini intronsuz ve tam uzunlukta elde

etmek icin iki basamakli bir polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu
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reaksiyonun ilk basamaginda, elde edilen birinci ve ikinci gen pargalarinin
komplementer olan dizilerinin eslesmesi icin DNA polimeraz enzimi igeren, primersiz
bir polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir. DNA pargalari arasindaki eslesmeyi
dogru oranda saglayabilmek icin, dncelikle Uretilen iki gen pargasinin konsantrasyonlari
esit olan stoklari hazirlanmigtir. 68 bg buylkligindeki birinci gen pargasini igeren
stoktan 1 birim, 1311 bg blyukliglindeki ikinci gen pargasini iceren stoktan ise 20 birim
olacak sekilde polimeraz zincir reaksiyonunun birinci basamagi gergeklestirilmistir.
GClnku konsantrasyonlarinin esit oldugu durumda, ikinci gen pargasinin baz sayisi birinci
gen parcgasinin baz sayisina orani yaklasik olarak 20’dir. Bu esitlemenin amaci
reaksiyonda eslesmesi beklenen birinci ve ikinci gen pargalari arasinda pargacik
esitlemesini saglamaktir. Kiiclik olan 68 b¢’lik birinci gen pargasi, ikinci gen parcasi ile
ayni konsantrasyondaki stogunda birim hacmi doldurmak igin daha fazla pargacik
bulundurmahdir. Biyilk olan 1311 b¢’lik ikinci gen pargasi ise konsantrasyon esitligi
durumunda birim hacmi doldurmak igin 20 kat daha az sayida pargacik bulundurmalidir
(Sekil 3.9). Bu nedenle konsantrasyonlarinin esit oldugu durumda, parcacik esitlemesi
icin 1311 bg’lik ikinci gen pargasindan 20 birim alinirken, 68bg¢’lik birinci gen

pargasindan 1 birim alinarak polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir.

&5
A B

Sekil 3. 9 Birinci ve ikinci gen pargalarinin esit konsantrasyonda iken birim hacimde
icerdikleri gen parcalarinin sematik gésterimi A: 68 bg¢ blyukligiindeki birinci gen
parcasl, B: 1311 bg¢ blyuklGgundeki ikinci gen parcgasi
ikinci basamakta ise ilk basamakta uretilen birlestirilmis DNA’lari iceren reaksiyona,
geni bitlin olarak ¢cogaltabilecek olan 5’ primeri TaENO4 ve 3’ primeri TaENO2 ve DNA
polimeraz eklenerek genin intronsuz amplifikasyonu saglanmistir [88]. Gen pargalarinin

birlestirilmesini ve amplifikasyonunu saglayacak en uygun DNA polimerazi tespit etmek

icin ayni reaksiyon, 3 farkli DNA polimeraz ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3. 10 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 3 ile elde edilen birinci ve
ikinci gen parcalarinin farkli enzimlerle gerceklestirilen birlestirilme reaksiyonu
drlinlerinin jel gértntlst M: GeneRuler DNA Marker, 1: Pfu DNA Polimeraz enzimi ile,
2: Long PCR Enzyme Mix ile, 3: Tag DNA Polimeraz enzimi ile gerceklestirilen
birlestirme reaksiyonu urinleri

Sekil 3.10’da gorildigiu gibi birinci ve ikinci gen parcalari ile yapilan birlestirme
reaksiyonu tiim enzimlerle basarili bir sekilde gerceklestirilmistir ve Pfu ve Tag DNA
polimeraz ile yaklasik olarak ayni amplifikasyon verimi elde edilmistir. Ancak Pfu DNA
polimeraz enzimi, hata okuma aktivitesine sahip oldugundan olayl birlestirme
reaksiyonu icin en uygun enzim olarak secilmistir. TaENO’nun polimeraz zincir
reaksiyonu temelli yoOnlendirilmis mutagenez teknigi 3 ile intronsuz olarak

amplifikasyonun bir biitlin olarak sematik gosterimi Sekil 3.11'de verilmistir.
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Sekil 3. 11 TaENO’nun polimeraz zincir reaksiyonu temelli yonlendirilmis mutagenez
teknigi 3 ile intronsuz olarak amplifikasyonun sematik gosterimi

Bu yontem ile intronun uzaklastirilmasinda basari saglanip saglanamadigi DNA dizi
analizi sonucuna goére belirlenmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu temelli yonlendirilmis
mutagenez yontemi 3 ile elde edilen PCR lrinil, TaENO geninde intronun oldugu 5’
ucunu diizglin okuyabilmesini saglamak amaciyla genin 345. bazindan baslayarak 3’ <5’

yoninde okuma yapan TaENOS5 primeri ile dizilenmistir.

intronlu TaENO gen dizisi ile Yontem 3 ile elde edilen PCR iiriiniiniin dizileme sonucu
karsilastirmasi Sekil 3.12’de verilmistir. Bu karsilastirmali dizi analizi web tabanh bir

program kullanilarak yapilmistir [104].
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Sekil 3.12 intronlu TaENO gen dizisi (1. sira) ile ile PCR temelli ydnlendirilmis
mutagenez yontemi 3 ile elde edilen Grinin TaENOS5 primeri ile 3’25’ yuniinde

okunan DNA dizi analizi sonucunun (2. sira) karsilastirilmasi (kirmizi kutu icine alinan
bblge intronun cikarildigi bolgeyi temsil etmektedir)

A TCGLGLEBGATLC

Yontem 3’te birinci ve ikinci gen parglarini olustururken intronlu bdlgeyi atlayan
TaENOS8 ve TaENO9 primerleri introndan 6nceki 11 b¢’lik ve introndan sonra gelen 16
b¢’lik diziyi icermekte ve bu sekilde delesyon yapilacak intron bolgesini hemen hemen
ortalayarak, primer ve kalipp DNA arasindaki hidrojen bagi olusumunu ve dogru
baglanma sartlarini gergeklestirmislerdir. Diger yontemlere gore basari saglamasinin

nedenleri sdyle siralanabilir:

Yontem 1’deki TaENO4 primeri genin baslama kodonu (ATG) ndan itibaren introna
intronlu boélgeye ulasana kadar kendi iginde katlanmalarin olusma ihtimali oldukga
ylksektir. Ayrica bu katlanmalardan herhangi birinin olusmadigi durumda bile,
intronun 6ncesi ve sonrasindan icerdigi baz sayisi farki kalip DNA ile baglanmayi
hedeflenen sekilde gerceklestirememis olabilir. Yontem 3’te ise primer uzunlugu 27
bazda tutularak primerin kendi icinde olusacak katlanma ihtimalleri azaltilmistir. Ayrica
intronun oncesi ve sonrasinda icerdigi baz sayisi yakinhgi ile kalip DNA ile baglanma

hedeflenen bicimde gerceklestirilmistir.

Yoéntem 2’de (g farkli uzun primerle saglanabilen intronun ¢ikarilmasi, burada farkli bir
yaklasimla iki mutajenik primer yardimiyla saglanmistir. intron TaENO geninde 5’
ucunun 40. bazindan basladigi ve introndan 6nceki birinci gen pargasinin oldukga kiiglk
olmasindan dolayr amplifikasyonunda sorun yasanabilecegi dislintldiGgl icin intron
¢ikarma deneynde oncelikli olarak intronu ¢ asamada uzaklastiracak olan Yontem 2’de
basari saglanacagl ongoriilmekteydi ancak, Yontem 3’teki olasi herhangi bir soruna

karsi Yontem 2 denemeleri de es zamanh olarak yapilmistir. Yontem 2’de l¢ asamal
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olarak gergellestirilen mutagenez ile, son 12 bg'lik intron pargasi uzaklastirildiginda gen
intronsuz olarak tam uzunlukta amplifiye edilmistir. Yontem 3’te ise gen, introndan
onceki ve sonraki dizileri iceren ve birbirine komplementer diziler igeren iki farkl gen
parcasl halinde Uretilmis ve bu pargalarin birlestiriimesi ile genin tam uzunlukta
amplifikasyonu saglanmistir. Yontem 3’Gn Yontem 2’ye kiyasla daha kisa slrede
gerceklestirilebilmesi ve Yontem 2'deki her bir polimeraz zincir reaksiyonu
basamaginda bir dnceki reaksiyon Grintnin kalip olarak kullanilmasi nedeniyle dislik
verimde Uriin olusturmasi nedeniyle son yontemin Ustlin oldugu soylenebilir. Ancak
intronun gen icerisinde 5’ ya da 3’ ucuna daha yakin olmasi ve Yontem 3’teki
yaklasimla daha kiglik bir gen parcasi olusumu gereken durumlarda, bu parcanin
sentezinde olusabilecek sorunlar nedeniyle Yontem 2 alternatif bir yontem olarak
kullanilabilir. Yontem 3 ile edilen PCR urininin kromatograminda intronun gikarildigi

bolge Sekil 3.13’te verilmistir.

Lo Bl kLo B Lo I & T UT & T T T T kL LT LTI L )

(1]
[
]

[ ] (I | ] l [ B |
T ¢ ¢ (] c ] [ ]

i

ra-

Sekil 3. 13 PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi 3 ile elde edilen PCR
Granlnin DNA dizi analizi kromotograminda intronun cikarildigi bolge (intronun
uzaklastirildigi bolge siyah ok ile gosterilmistir)

3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Temelli Yonlendirilmis Mutagenez Yontemi
(Yontem 3) ile introndan Arindirilan TaENO’nun pGEM-T Easy Klonlama Vektoriine

Aktarilmasi

TaENO’nun ifade vektoriine aktarilmasinda yasanabilecek herhangi bir sorun karsisinda
uzun siren mutagenez asamalarini tekrarlamamak icin, PCR temelli yonlendirilmis

mutagenez yontemi 3 ile amplifiye edilmis introndan arindirilan TaENO, pGEM-T Easy
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klonlama vektoriine aktariimistir. Ayrica uzun siiren mutagenez ¢alismalarina ek olarak,
pKK223-3 ifade vektoriine aktarimda genin her iki ucunda da ayni enzim kesim
bolgesinin bulundurulmasi gerekliligi, genin vektére promotor ile ters yonde girme
olasihigini olusturmus ve genin ifadesinin yapilamamasi segenegini dogurmustur. Bu
nedenle ifade vektoriine yapilacak olasi basarisiz bir transformasyonda intron ¢ikarma
islemlerinin bastan tekrarlanmasini engellemek amaciyla DNA dizi analizi sonucu
intronsuz oldugu kanitlanmis gen, klonlama vektoriine aktarilmistir. Klonlama
basamaklari pGEM®—T Easy vektor sistemi kullanilarak dretici firmanin protokoli
dogrultusunda gerceklestirilmistir [84]. Transformasyon sonrasinda amfisilin iceren LB-
BSA petrilerde negatif mavi ve pozitif beyaz koloniler gdzlemlenmistir (Sekil 3.14). Elde
edilen beyaz kolonilerden 3 adedi sivi besiyerine alinip ¢calkalamali inklibatdrde bir gece

inklbe edilmistir.

Sekil 3. 14 pGEM®—T Easy klonlama vektori ile gergelestirilen transformasyon sonrasi
LB-BSA petrilerinde gozlenen koloniler

Sivi besiyerinde gelistirilen kolonilerden miniprep plazmid DNA izalasyonu yapilmis ve
transformasyon basarisi, elde edilen plazmid DNA kalip olarak kullanilarak ve TaENO4
ve TaENO2 primerleri ile gerceklestiriien PCR taramasi ile belirlenmistir. Bu PCR
ornekleri de EtBr ile boyanmis %1’lik agaroz jelde kosturulmus ve 3 numarali koloniye
ait olan PCR driinlerinde beklenen biyuklikte bantlar gézlemlenmistir (Sekil 3.15).
TaENO geninin ifadesi asamasi i¢in 3 nolu koloniden elde edilen plazmid DNA 6rnegi
kalip DNA olarak alinmis ve intronsuz TaENO’nun ifade vektoriine aktarilmasinda

kullanilmistir.
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Sekil 3. 15 pGEM®-T Easy klonlama vektori ile gercelestirilen transformasyon
sonrasinda yapilan PCR taramasinin jel gorintlisi M: GeneRuler DNA Marker, 1, 2:
Negatif sonuclar, 3 : Pozitif sonug

3.3 Theileria annulata’nin Enolaz Enziminin Molekiil Agirhgi ve Molar Absorblama

Katsayisinin Hesaplanmasi

Theileria annulata’nin enolaz enziminin molekil agirligi ve molar absorblama katsayisi
(extinction coefficient) ‘Peptide Property Calculator’ isimli web tabanh bir program ile
hesaplanmistir [94]. Program ile vyapilan calismanin basamaklari su sekilde

Ozetlenebilir;
intronsuz TaENO’nun 442 amino asitlik dizisi programa veri olarak girilmistir.

Program tarafindan proteinin molekil agirhgi ve molar absorblama katsayisi

hesaplanmistir.

intronsuz TaENO’nun molekil agirhgr 48072 g/mol ve molar absorblama katsayisi ise

36070 cm ‘M olarak belirlenmistir.
Yapilan hesaplamalara gore;

280 nm’de 1 M TaENO = 48072 g/It = 48072 g/mol (yaklasik olarak 48 kDa) olarak

optimize edilmistir.

Enolaz enziminin molekldl agirhigi ve molar absorblama katsayisi, protein
konsantrasyonunu tayin etmek ve SDS-PAGE analizlerinde enzim ekspresyonunun
molekil agirhgina bakilarak tayini icin gerekli oldugundan, bu parametrelerin hesabi
ifade vektori ile yapilan islemlerden dnce verilmistir.
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3.4 introndan Arindinlan TagENO’nun ifade Vektoriine Alt Klonlamasi, Enolaz

Enziminin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

pPGEM-T Easy klonlama vektériine klonlamasi yapilan intronsuz TaENO geninin iki farkli
ifade vektoriinde ekspresyonu denenmistir. ilk ifade vektdrii pkK223-3 ile yapilan
ekspresyon calismalarinda (alt bolim 3.4.1) enolaz enziminin vyeterli seviyede
ekspresyonu saglanamamis ve uygun saflik derecesinde elde edilememistir. Bu nedenle
ekspresyon calismalari igin farkh bir ifade vektorl olan pLATE31 vektorine gegilmistir
(alt bolim 3.4.2). Bu vektor ile enzimin yeterli miktarda ve saflikta eldesi saglanmis ve

kinetik analizi yapilabilmistir.

3.4.1 TaENO’nun Birinci ifade Vektoériine (pKK223-3) Alt Klonlamasi, Enolaz

Enziminin Ekspresyonu ve Saflastiriimasi

3.4.1.1 TaENO’nun pKK223-3’e Alt Klonlamasi ve Enolaz Enziminin Ekspresyonu

pPpGEM-T Easy klonlama vektoriine aktarilan ve PCR taramasi sonucunda pozitif sonug
veren 8 nolu koloniden elde edilen plazmid DNA kalip olarak kullanilarak ve ifade
vektorline aktarima uygun enzim kesim bolgelerini iceren TaENO4 ve TaENO?2
primerleri ile PCR gergeklestirilmis ve gen ifade vektoriine aktarima uygun halde
cogaltilmistir. Cogaltilan Urinler kristal viyole ile boyanan agaroz jelde yirttilmis
(Sekil 3.16) ve diger PCR artiklarindan ayrimlanmasi saglanarak, Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega) kullanilarak jelden saflastiriimistir [90]. -80 °C derin
dondurucuda E. coli hiicresine aktarilmis halde bulunan pKK223-3 ifade vektori
plazmid DNA izolasyon metodu ile elde edilmistir. Yontem 2.2.8.2’de belirtildigi gibi
intronsuz TaENO geni ve pKK223-3 ifade vektorli Pstl restriksiyon enzimiyle kesilmis
(Sekil 3.17) ve ligasyonlar gerceklestirilmistir. intronsuz TaENO geninin pKK223-3 ifade
vektoriine aktarilmasi ve aktarilan genin PCR ile kontroli islemleri 2.2.8’de belirtildigi
gibi gerceklestirilmistir. pKK223-3 vektorinin tek enzimle kesimi nedeniyle tekrar
kendi Ustline katlanma ihtimali bulunmaktadir. Bu nedenle plazmid DNA'nin 5' ucunda
bulunan fosfat gruplarini uzaklastirarak enzim kesimi yapilmis lineer plazmid DNA'nin,
tekrar sirkiler hale gelmesini engellemek amaciyla alkalen fosfataz enzimi siparis

edilmis, ancak enzim temininin uzun bir slreyi kapsayacak olmasi nedeniyle
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transformasyon deneyine devam edilmistir. Transformasyon sonucunda, alkalen
fosfataz muamelesi olmadan pozitif sonug alinabilmis ve bundan dolayi alkalen fosfataz

enzim temininin ardindan deney tekrar edilmemistir.

Sekil 3. 16 intronsuz TaENO geni PCR uriinlerinin kristal viyole ile boyanan agaroz jel
goriuntisi 1, 2: TaENO PCR urinleri

M1 1 2 3 M2

Sekil 3. 17 TaENO geninin ve pKK223-3 plazmid DNA’sinin Pstl kesimi yapilmis saf
ariinleri M1: GeneRuler DNA Marker, 1: Enzim kesimi yapilmamis pKK223-3 plazmid
DNA, 2: Pstl kesimi yapilmis saf pKK223-3 plazmid DNA, 3: Pstl kesimi yapilmis saf
TaENO geni, M2: Lambda DNA/Hindlll Marker

Transformasyon sonrasinda LB-amfisilin iceren petrilerde koloni olusumu gozlenmistir
(Sekil 3.18). pKK223-3 vektori mavi-beyaz koloni ayrimi saglamadigi icin rastgele
secilen 2 koloni sivi besiyerine alinip ¢alkalamali inkiibatorde bir gece inkiibe edilmistir.
Sivi besiyerinde gelistirilen kolonilerden miniprep plazmid DNA izalasyonu yapilmis ve
transformasyon basarisi, elde edilen plazmid DNA kalip olarak kullanilarak ve TaENO4
ve pKK223-3 C terminal primerleri ile gerceklestirilen PCR taramasi ile belirlenmistir.
Negatif kontrol reaksiyonunda ayni primerler ile kalip olarak gen aktarimi yapilmamis

pKK223-3 plazmid DNA’si kullanilmistir. Bu PCR oOrnekleri EtBr ile boyanmis %1’lik
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agaroz jelde kosturulmus ve kolonilere ait olan PCR Urinlerinde beklenen biyuklikte

bantlar gdzlemlenmistir (Sekil 3.19).

Sekil 3. 18 pKK223-3 ifade vektorii ile gercelestirilen transformasyon sonrasi amfisilin
iceren LB petrilerde gozlenen koloniler

he
3000——

1500

1200
1000~

M 1 2 3

Sekil 3. 19 pKK223-3 vektori ile gercelestirilen transformasyon sonrasinda yapilan PCR
taramasinin jel gorintiisi M: GeneRuler DNA Marker, 1: Negatif kontrol, 2 ve 3: 1 ve 2
nolu kolonilere ait pozitif sonuclar

1 numarali 6rnekten elde edilen plazmid DNA dizilemeye gonderilmistir. Genin ifade
vektorine promotor ile ayni yonde klonlandigini ve saflastirma islemlerinde gerekli
olan 6 His-tag ilavesinin varligini gostermek amaciyla dizileme pKK223-3 N ve pKK223-3
C terminal primerleri ile yapilmistir. Ornegin DNA dizi analizi sonucu pozitiftir. 1

numarali 6érnekten elde edilen plazmid DNA 6rneginin 2 primerle okunan DNA dizi
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analizi sonuglari ile intronsuz TaENO geninin karsilastiriimasi Sekil 3.20'de verilmistir.

Bu karsilastirmali dizi analizi web tabanl bir program kullanilarak yapilmistir [104].
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Sekil 3. 20 intronsuz TaENO geni (1. sira) ile dizileme &rneginin pkK223-3 C terminal
primeri ile (2.sira), pKK223-3 N terminal primeri ile gelen okumasinin (3.sira)
karsilastirilmasi (kirmizi kutu 6 His-tag ilavesini, yesil kutular ise Pstl enzim kesim
bdlgesini gdostermektedir)
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Her bir primer tek basina, 1329 b¢ blyuklGglndeki intronsuz TaENO genini biitlintyle
olarak okumakta basari saglayamamistir. Bu nedenle iki zit yonli primerle yapilan DNA
dizi analizleri ile genin tamaminin okunmasi saglanmistir. Dizi analizi sonucunda
TaENO’nun intronsuz bir sekilde promotor ile ayni yonde ve saflastirma islemleri igin
gerekli 6 His-tag ilavesiyle pKK223-3 ifade vektoriine aktarildigi tespit edilmistir. Enzim
ifadesi i¢in secgilen 1 nolu o6rnegin plazmid DNA’sinin (MP1) pKK223-3 C terminal
primeri kullanilarak elde edilen kromatogram gorintisindeki 6 his-tag ilavesi Sekil
3.21'de verilmistir.

10 L1
| | u | | u | u | | | | | u u | | | | | | | |
A ¢ A C ¢ A T C A C T A A

A

o

Sekil 3. 21 pKK223-3 C terminal primeri ile dizilenen 6rnegin 6 His-tag ilavesini gdsteren
kromotogram goruntisi (kirmizi kutu 6 His-tag dizisini gostermektedir)

pKK223-3 ifade vektori indikleyici ajan yoklugunda bile hedef proteinin diisiik bir
seviyede ekspresyonuna izin veren glcll bir tac promotoruna sahiptir. tac promotoru

1-5 mM IPTG varliginda indiiklenebilmektedir [85].

TaENO genini, dogru bir sekilde ifade edilmesini saglayacak promotor ile ayni yonde
klonlandigi DNA dizi analizi ile ispatlanan 1 nolu koloninin ve TaENO genini icermeyen
E.coli DH5a soyunun 50 ml kiiltiirlerinden elde edilen 6rnekler ile yapilan SDS-PAGE
analizi Sekil 3.22’de verilmektedir. Theileria annulata enolaz enziminin molekil agirhg
bolim 3.3'te hesaplandigi gibi yaklasik olarak 48 kDa'dur. SDS-PAGE goriintlsiine gore
TaENO genini iceren ve icermeyen hicre kiltiirlerinden elde edilen slipernatant,

toplam hiicre ve pellet proteinleri arasinda belirgin bir fark gézlenmemektedir.
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Sekil 3. 22 pKK223-3 vektori araciligiyla E.coli'den elde edilen 6rneklerin SDS-PAGE
gorintist M: Protein Marker, 1, 3, 5 nolu hatlar sirasiyla; TaENO genini icermeyen
E.coli toplam hiicre proteini, sipernatanti, pelleti, 2, 4, 6 nolu hatlar sirasiyla: TaENO
genini iceren 1 nolu koloni hiicre proteini, sipernatanti, pelleti

Ayni zamanda Cizelge 3.4'te verilen aktivite tayin metodu ile elde edilen AA,40/dk
degerleri de geni iceren ve icermeyen kiltlirlerden elde edilen slipernatantlar arasinda
belirgin bir fark olmadigini ispatlamaktadir. Cizelge 3.4'te verilen AA,40/dk degerleri 40

pl stipernatant ile yapilan iki 6l¢limiin ortalamasi alinarak verilmistir.

Cizelge 3.4 TaENO geni iceren ve icermeyen E.coli slipernatatlari ile elde edilen

AA,40/dk degerleri
Ornek Adi AA,40/dk degeri
TaENO genini icermeyen E.coli stipernatanti ile 0,013
TaENO genini iceren 1 nolu koloni stipernatanti ile 0,019

Daha 6nce ayni vektor sistemi ile yapilan benzer bir calismada, Plasmodium falciparum
laktat dehidrogenaz enziminin ifadesinde kigik hacimli kiltiirden elde edilen ince
protein bandinin, blyutk hacimli kiltlirde yapilan ifade ¢alismalarinda belirginlestigi ve
elde edilen enzimin aktivite tayininin yapilarak, karakterizasyon ve kristalografi

calismalarina gidildigi bildirilmistir [107]. Bu nedenle, her ne kadar Cizelge 3.4’te
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verilen kinetik degerler inaktif enzim Uretimini gostermis olsa da, Sekil 3.22'de verilen
jel goruntislyle sUpernatantta dogru buylklikte belirgin bir bant gorildigu igin,
calismamizda farkh bir ekspresyon sistemine gegilmeden Once ayni ifade vektori

aracihgiyla bliytik hacimli kiltirde enzim Uretimi ve saflastirma denemeleri yapilmistir.

SDS-PAGE analizinde silipernatantlar arasinda belirgin bir fark goézlenmemesinin

nedenleri ise su sekilde siralanabilir;

TaENO geninin ekspresyon seviyesinin ¢ok disik olabilecegi distnildigi icin, yapilan
50 ml kdltirler ile elde edilen enzim miktari gézlem yapmak igin yeterli olmayabilir.
Ayrica orijinal soyda ifade edilen, enolaz ile yakin blyukllikteki diger proteinler, distk
miktarda ifadesi yapilan enzimin jel tizerindeki ayrimini zorlagtirmis olabilir. Bu nedenle
ifadesi yapilmis olabilecek muhtemel enolaz enziminin eldesi igin 500 ml’'lik kaltdr
yapilmis ve kiltirden elde edilen protein karisimina saflastirma islemi uygulanarak,

enolaz enziminin fazla miktarda eldesi hedeflenmistir.

3.4.1.2 Theileria annulata’nin Enolaz Enziminin Saflagtirmasi

E.coli vasitasiyla Uretilen rekombinant polihistidin ilaveli proteinlerin saflastiriimasinda
metal-selat afinite kromatografisi yaygin kullanilan bir tekniktir. Bu afinite
kromatografisinin ¢ok yaygin olarak kullanilan bir c¢esidi nikel nitrilotriasetik asit (Ni-
NTA) agaroz kolon ile yapilmaktadir [108]. Nitrilotriasetik asit (NTA) resinine glcli bir
sekilde tutunan immobilize nikel (Ni) metal iyonlari ve bu iyonlar ile proteindeki
histidin amino asitleri arasindaki etkilesimin spesifikligi, Ni-NTA resinlerinin His-tag
ilaveli protein ya da peptidlere yiliksek afinite gostermesini saglamaktadir. NTA, Ni
iyonu kiiresel koordinasyonundaki alti bélgenin dordiini kaplayan bir dortli selatlama
bolgesine sahiptir (Sekil 3.23). Bu glicli dortli selatlama bdlgesi ile nikel iyonlari
NTA’ya sikica baglanmaktadir ve dolayisiyla Ni afinitesine sahip protein, Ni-NTA

agaroza ¢ok glicli bir sekilde tutunmaktadir [92].
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Sekil 3. 23 Ni-NTA ve 6 His-tag etkilesimi [92]

Kullanilan Ni-NTA afinite kromatografisinde ilk olarak, kolon maddesi ve 6 His-tag
ilaveli enzim karisimi etkilestirilerek hedef proteinin kolona tutunmasi saglanir. Daha
sonra nikel iyonlarina afinitesi bulunan imidazolii disiik konsantrasyonda igeren
yikama tamponu ile spesifik olmayan proteinler kolondan yikanmaktadir. Son olarak,
ylksek imidazol konsantrasyonlu ellisyonlar ile 6 His-tag ilaveli proteinin kolondan

eldesi saglanmaktadir [92].

Saflastirma asamasinda enolaz enzimini mimkiin olan en yiiksek saflikta ve miktarda

elde etmek igin Ni-NTA agaroz ile afinite kromatografisi yapilmistir.

Laboratuvarimizda daha 6nce ylritilmis olan calismada bu vektoér ve saflastirma
yontemi araciligiyla Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enziminin ifadesi ve
saflastiriimasi basariyla gerceklestirilmistir [109]. Bu nedenle Theileria annulata enolaz
enzimi i¢in yapilan ilk ifade ve saflagstirma galismasinda, daha 6nce basarili sonug

vermis olan pKK223-3 ifade vektoéri ve saflastirma yontemi kullaniimistir.

pKK223-3 vektorli araciligiyla E. coli'de ekspresyonu saglanan enolaz enzimimin ilk
saflastirma denemesinden ayrilan 6rnekler ile SDS-PAGE analizi yapilmistir. Hiicrelerin
sonikasyonu sonrasinda elde edilen lizat (L), kolondan alinan ilk siiziinti (iS), yikama
sirasindaki stztntuler (YS) ve saf proteinin hedeflendigi elisyon (E) 6rnekleri SDS-PAGE

jelde yiratilmis ve elde edilen proteinin saflik orani belirlenmeye calisiimistir.

Bu jelde kolondan alinan ilk slziintli ve yikamada, Theileria annulata’nin enolazi ile
beklenen biylklikte oldukca kalin bir bantlasma goézlenmektedir. Sekil 3.24'te

goruldugli gibi Uretilen enzimin blyldk bir kismi bu asamalarda kaybedilmistir.
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ElGisyonlarda ise tek bant halinde eldesi hedeflenen enzim diginda, istenmeyen farkli
proteinlere ait bantlar gozlenmistir. SDS-PAGE analizinde enzimden kiiglik molekdil
agirhkli proteinlerin, enolaz enziminden biylik molekil agirlikl proteinlere oranla,
daha iyi olgide uzaklastirildigi gozlenmistir. Ancak enzimin, kolon slziintilerinden
gerceklesen blylk kaybir engellenememistir. Buna ragmen, enolaz enziminin
elisyonlarda ¢ok ince bir bant halinde ve belirli bir oranda saf halde elde edildigi

soylenebilir.
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Sekil 3.24 pKK223-3 vektori araciligiyla E.coli'de liretilen enzimin birinci saflastirma
orneklerinin SDS-PAGE gériintiisii M: Protein Markir, 1: Hiicre lizat, 2: ilk siiziintd, 3:
Yikama slizlintlist 1, 4: Elisyon 3, 5: Elisyon 4, 6: Ellisyon 5

Kolondan alinan siziintli ve yikamalardaki kayiplar ve ellsyonlardaki ¢oklu protein
bantlari bu saflastima yaklasiminin hedeflenen miktar ve safliktaki enolaz enzim eldesi

icin yetersiz oldugunu gostermistir.

ilk saflastirmada kolondan alinan ilk ve yikama siziintiilerindeki biyik enzim kaybi
sorununu dizeltebilmek amaciyla, ilk saflastirma orneklerinde enzim aktivite tayini
yapilmaksizin, lizis ve yikama tamponlarindaki imidazol konsantrasyonu 4 kat
azaltilarak ikinci bir saflastirma denemesi vyapilmistir [92]. Lizis ve yikama
tamponundaki imidazoliin nikel iyonlarina afinitesi oldugu icin, lizis tamponunda
bulunan 20 mM imidazol, 6 His-tag ilaveli enolaz enziminin kolon ile istenilen dizyede

etkilesimine engel olabilir. Ayni zamanda yikama tamponundaki 20 mM imidazol, Ni-
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NTA ile tam olarak gigli bag kuramamis 6 His-tag ilaveli enzimin yikama yoluyla
kaybina neden olabilir. Bu nedenle istenmeyen proteinler ile kolon etkilesimini elemine
edebilecek ancak, hedef enzimin dlsuk seviyeli ekspresyonu ve kolon ile zayif
etkilesimi nedeniyle yikama yoluyla kaybina neden olmayacak asgari olgide 5 mM
imidazol ile lizis ve yikama islemleri yapilmistir. Diger tim sartlar ilk saflastirma islemi

ile ayni sekilde gergeklestirilmistir.

Saflastirma islemi sirasinda ayrilan 6rnekler ile SDS-PAGE analizi yapilmistir. Hiicrelerin
sonikasyonu sonrasinda elde edilen lizat (L), kolondan alinan ilk siiziintii (iS), yilkama
sirasindaki stztintuler (YS) ve saf proteinin hedeflendigi ellisyon (E) 6rnekleri SDS-PAGE

jelde yurutulmis ve proteinin saflik orani belirlenmeye calisilmigtir (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25 pKK223-3 vektori aracihgiyla E.coli'de Uretilen enzimin ikinci saflastirma
orneklerinin SDS-PAGE gériintiisii M: Protein Markir, 1: Hiicre lizat, 2: ilk siiziint, 3:
Yikama stizlintsl 1, 4: ElGsyon 1, 5: Ellisyon 2, 6: Ellisyon 3, 7: Ellisyon 4, 8: Ellisyon 5

Bu deneme ile kolondan alinan ilk stzlntiideki ylksek enzim kaybi diger denemeye
gore onemli oranda azaltilmis, ancak tamamen engellenememistir. Lizis ve yikama
tamponlarinda bulunan imidazol miktarindaki diisiis, hedef enolaz enziminin Ni-NTA
kolon ile daha uygun sartlarda etkilesimini saglamis ve diger yontemin siiziintilerinde
kayip olarak ortaya cikan genis bantlarin azalmasini saglamistir. ilk iki eliisyonda
protein bandi gbézlenmemesi, yikamalardan sonra kolonda tutulu kalan proteinlerin Ni-
NTA ile iyi bir sekilde etkilestigini gostermektedir. 3. ellisyondan itibaren gozlenen
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protein bantlari ile hedef enzimin, ilk denemeye gore yiiksek bir oranda elde edildigi
gdzlenmektedir. ilk ydntemde kolondan siiziintii ve yikamalar ile kaybedilen protein
miktari ile yine ayni yontemdeki ellisyonlarda elde edilen protein miktari arasindaki
blylk fark, bu deneme ile kayda deger 6lclide azaltiimistir. Elde edilen érneklerden 20
ul kullanilarak yapilan enzim aktivite tayini elde edilen AA,40/dk degerleri de SDS-PAGE

analizi ile ortismektedir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3. 5 ikinci saflastirma 6rnekleri ile alinan AA,40/dk degerleri

Ornek Adi L is YS1 E2 E3 E4 E5

AAyo/dk degeri | 0,182 | 0,162 | 0,078 | 0,008 | 0,028 | 0,056 | 0,049

ilk ydnteme gore dnemli 6lciide iyilestirmeler yapilmis olmasina ragmen, eliisyonlarda
olusan spesifik olmayan protein etkilesimi tam olarak engellenememistir. Sekil 3.25'te
gorildugl gibi, diger hiicresel proteinlerin ilk iki elisyonda gozlenmemesi ve hedef
enzimin kolondan alinmaya baslandigi eliisyonlarla birlikte elde edilmesi iki farkl

sekilde acgiklanabilir;

E. coli'ye ait dogal hiicresel proteinlerdeki birbirini takip etmeyen histidin amino asitleri
[110], [111] ile Ni-NTA agarozla hedef enzim gibi bir bag kurarak kolonda kalmayi
basarmis ya da hedef enolaz enzimi ile diger hiicresel proteinler arasinda olusan
protein-protein etkilesimleri ile istenmeyen proteinler hedef enzime glglu bir sekilde

tutunarak yikamalar ile uzaklastirilamamis olabilir [92].

Ayrica bu denemede ve laboratuvarimizda es zamanl olarak yuratilen farkli enzim
ekspresyonu denemelerinde kullanilan pKK223-3 vektoriini iceren E. coli hiicrelerinin
laboratuvarda ¢ok uzun siireli bulunan stoklari kullaniimistir. pKK223-3 ifade vektori
araciligiyla gergeklestirilen tim ekspresyon denemelerinde, enzim tiriinden bagimsiz
olarak, hedeflenen sonuglar alinamamistir. Bu durumun, uzun slreli saklama
kosullarinda yasanmis olabilecek sorunlarin bir sonucu olarak, vektériin promotor gibi
protein ekspresyonuna etki eden genetik bilesenlerinde meydana gelebilecek olasi
mutasyonlar nedeniyle, enolaz enziminin ekspresyonunda hedeflenen sonuglarin

alinamadigi ihtimali de bulunmaktadir.
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ileride yapilmasi planlanan kinetik analizler, inhibisyon calismalari ve kristalografi
calismalari icin enolaz enziminin daha yilksek miktarda ve daha saf halde eldesi
gerekmektedir. Birinci ifade vektorli pKK223-3 ile gerceklestirilen denemelerde
hedeflenen sonug¢ alinamadigl icin daha ileri optimizasyonlar yapmak vyerine,
laboratuvarimizda yeni temin edilen daha modern bir sistemde ekspresyon ve

saflastirma islemlerine gegilmistir.

3.4.2 TaENO’nun ikinci ifade Vektériine (pLATE31) Alt Klonlamasi, Enolaz

Enziminin Ekspresyonu ve Saflastiriimasi

3.4.2.1 TaENO’nun pLATE31’e Alt Klonlamasi ve Enolaz Enziminin Ekspresyonu

Kalip olarak intronsuz TaENO genini igerdigi DNA dizi analizi ile ispatlanmis pGEM-T
Easy plazmid DNA’si ve ikinci ifade vektori ile TaENO geninin birlestirme reaksiyonuna
uygun olarak tasarlanan TaENO pLATE31 forward ve TaENO pLATE31 reverse primerleri
ile PCR gerceklestirilmis ve TaENO dogru buyuklukte cogaltilmistir (Sekil 3.26).
Gogaltilan Urlnler Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kullanilarak
saflastirilmistir [90].
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Sekil 3.26 TaENO geninin pLATE31 ifade vektorine aktarimina uygun olarak cogaltilan
PCR Grunlerinin EtBr ile boyanan agaroz jel goriintlisii M1: GeneRuler DNA Marker, 1,
2: TaENO PCR urinleri
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2.2.9 bolimiinde agiklanan basamaklar izlenerek, TaENO geninin aLlCator LIC Klonlama
ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemindeki pLATE31 ifade vektoriine aktarimi
saglanmustir. insert DNA ve vektoriin birlestirilmesi isleminden énce, insert DNA'da 14-
21 bg¢'lik tek zincirli ¢ikinti DNA dizileri olusturan T4 DNA polimeraz enzimi
kullanilmigtir. T4 DNA polimeraz enziminin 2 tur ozelligi vardir; birincisi 5 >3’
polimeraz aktivitesi ve ikincisi 3’>5" ekzoniikleaz aktivitesidir. Ekzonukleaz aktivitesi ile
3’ ucundan nikleotidler uzaklastirilirken, polimeraz aktivitesi ile komplementer DNA
kalip olarak kullanilarak dNTP’ler aracihgiyla zinciri tamamlar. LIC reaksiyonunda
enzimin bu Ozelliklerinden faydalanilarak, ortama yalnizca dGTP eklendigi icin
ekzoniikleaz ve polimeraz aktiviteleri ilk sitozin bazinda dengelenmektedir [112]. Bu

basamagin sematik gésterimi Sekil 3.27'de verilmistir.
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Sekil 3. 27 TaENO geninde T4 DNA polimeraz ve dGTP’ler ile yapiskan uglarin
olusturulmasi [86]

pLATE31 ifade vektorleri E. coli’deki heterolog genlerin kontrollii ekspresyonu igin T7
bakteriyofajindaki 6geleri kullanmaktadir. ilgili genin ifadesi T7 RNA polimeraz
tarafindan spesifik olarak taninan glicli bir T7 bakteriyofaj promotoru tarafindan
yonlendirilir. T7 RNA polimeraz geninin ifadesi, lacUV5 gibi indlklenebilen bir
promotorun kontroliinde gerceklesebildigi icin, ilgili genin ekspresyonu BL21 (DE3),
HMS 174 (DE3) gibi E. coli soylarinin kullanilmasini gerektirmektedir. IPTG
indliklemesini ardindan T7 RNA polimeraz hiicre ile birlikte eksprese olur ve T7

promotorunun kontroliinde genlerin transkripsiyonu baslatilir [113].
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Bu sistem ile gergeklestirilen transformasyon sonrasinda LB-amfisilin iceren petrilerde
koloni olusumu gozlenmistir (Sekil 3.28). pLATE31 vektorli mavi-beyaz koloni ayrimi
saglamadigi icin rastgele segilen 6 koloni sivi besiyerine alinip galkalamali inklibatorde

bir gece inkiibe edilmistir.

Sekil 3. 28 pLATE31 ifade vektori ile gergelestirilen transformasyon sonrasi amfisilin
iceren LB petrilerde gozlenen koloniler

Sivi besiyerinde gelistirilen kolonilerden miniprep plazmid DNA izalasyonu yapilmis ve
transformasyon basarisi, elde edilen plazmid DNA kalip olarak kullanilarak ve TaENO
pLATE31 forward ve TaENO pLATE31 reverse primerleri ile gerceklestirilen PCR
taramasi ile belirlenmistir. Bu PCR oOrnekleri EtBr ile boyanmis %1’lik agaroz jelde
kosturulmus ve 6 numarali koloni disinda tim kolonilere ait PCR (rinlerinde beklenen

blyuklikte bantlar gozlemlenmistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3. 29 pLATE31 ifade vektori ile gergelestirilen transformasyon sonrasinda yapilan
PCR taramasinin jel goriintlisi M: GeneRuler DNA Marker, 1, 2, 3, 4, 5: pozitif sonuglar,
6: Negatif sonug

4 numaral o6rnekten elde edilen plazmid DNA, kit ile gdnderilen 5' LIC primeri ile
dizilemeye gonderilmistir. DNA dizi analizi sonucu ile intronsuz T@ENO geninin
karsilastirilmasi Sekil 3.30'da verilmistir. Bu karsilastirmali dizi analizi web tabanl bir

program kullanilarak yapilmistir [104].
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kutu ile gosterilmistir)

Sekil 3. 30 Intronsuz TaENO geni (1. sira) ile d

primeri |



pLATE31’e aktarilan TaENO genini icerdigi DNA dizi analizi ile ispatlanan 4 nolu koloni
ile ilk ekspresyon denemesi yapilmis ve enolaz enziminin Uretildigi, ancak inaktif
protein agregatlari olarak nitelendirilen inkliizyon cisimcikleri halinde biriktigi

gozlenmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3. 31 ikinci ifade vektdri araciligiyla E. coli'de yapilan ilk ekspresyon drneklerinin
SDS-PAGE goruntisi M: Protein Marker, 1, 2: TaENO genini icermeyen hiicre
siipernantanti, pelleti, 3, 4: TaENO genini iceren hicre slipernatanti, pelleti

inkltizyon cisimciklerin olusumu 6zellikle biiyiik 6lcekli protein ¢alismalarinda proteinin
etkinligi icin esas olan ¢ozlinlrlikte sorunlara neden olmaktadir. Bu sorun 6zellikle E.
coli’'nin Uretici mikroorganizma olarak kullanildigl arastirma ve endistriyel boyuttaki
¢Ozlinlr rekombinant protein lretimlerinde oldukca sik rastlanan istenmeyen bir
durumdur. Promotorun giicli, mRNA stabilitesi, kodon kullanimi, besiyeri bilesimi,
indlkleyici konsantrasyonu, plazmid kopya sayisi, kiltir sicakhgr gibi nedenlerin
inklGzyon cisimcigi olusumunda etkili parametreler oldugu bilinmektedir [114], [115].
Proteinlerdeki hidrofobik domainler arasindaki molekiller arasi etkilesimlerinin
inklGzyon cisimcigi olusumunda rol oynadigina inanilmaktadir. E. coli sitoplazmasindaki
indirgeyici cevre, proteinlerdeki sistein rezidiilerine etki ederek yanls distlfid bagi
olusumuna neden olarak, yanlis katlanmalara ve inkliizyon cisimcigi olusumuna katki
saglayabilir [86]. Ribozomlarda sentezlenen yeni polipeptid zincirlerin yiksek lokal
konsantrasyonu ve saperonlarin, bu ylksek rekombinant ekspresyon siirecindeki

yetersizligi agregasyonu engellemekte basarisiz olmaktadir [116].
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Bu gibi durumlarda indikleme sicakhiginin disuridlmesi, IPTG konsantrasyonunun
disiurilmesi ve indikleme zamanini arttirilmasi gibi degisimler hedeflenen protein
ekspresyonununu azaltir ancak daha fazla ¢6zilintr formda protein Uretimi saglayarak,

inklGzyon cisimcigi sorununa ¢éziim olabilmektedir [86] .

Jeldeki protein bantlarindan TaENO genini iceren hiicredeki protein ekspresyonunun
gerceklestigi, ancak enzimin aktif halde bulundugu sitoplazma yani slipernatantta degil,
inaktif form olarak pellet kisminda kaldig1 acik bir sekilde gézlenmektedir. Bu sorunun
¢ozulmesi igin proteinin tekrar sitoplazmada ¢6zinlir forma donustiridlmesi
gerekmektedir. Negatif kontrol geni icermeyen E. coli BL21 (DE3)’lin slipernatant ve
pellet protein profilinde enolaz ile ayni biyuklikte farkli proteinler gézlenmektedir. Bu
durum hicrenin dogal sartlarda, hedeflenen enolaz enzimi ile ayni buyulklikte baska
proteinler Uretiyor olabilecegini gostermektedir. Ancak jele ayni kosullar ve hacimde
yapilan protein ylklemesi ile geni iceren hiicre pelletindeki kalin bantlasmanin buyuk
oranda enolaz ile iliskili oldugu soylenebilir. Geni icermeyen BL21 (DE3)
sipernatantinda enolaz ile ayni yerde farkl proteinlere ait bant gézlenmesi, protein
¢Ozlinlr hale gecirilse dahi geni icermeyen hiicre protein profiliyle yapilacak
kiyaslamanin ¢ok dogru olmadigini ve hedef geni icermeyen BL21 (DE3) soyunun tam

bir negatif kontrol olamayacagini géstermektedir.

Bu ekspresyon denemesinde elde edilen, SDS-PAGE analizi ile es zamanh olarak, geni
iceren ve icermeyen hiicrelerden elde edilen sipernatantla yapilan enzim aktivitesi
degerlerinden (Cizelge 3.6) de enzimin aktif olarak Uretilmesinde basarisiz olundugu
acikca gozlenebilmektedir. Cizelge 3.6'da verilen AA,40/dk degerleri 40 ul stipernatant

ile yapilan iki 6lcimin ortalamasi alinarak verilmistir.

Cizelge 3. 6 TaENO geni iceren ve icermeyen E.coli stipernatatlari ile elde edilen

AA,40/dk degerleri
Ornek Adi AA40/dk degerleri
TaENO genini icermeyen E.coli slipernatanti ile 0,012
TaENO genini iceren 4 nolu koloni stipernatanti ile 0,021
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Cizelge 3.6'daki degerler ve SDS-PAGE analizi ile ikinci ifade vektora kullanilarak yapilan
ilk ekspresyon denemesinde enolaz enzimi inaktif olarak Uretilmistir. Enzimin aktif
olarak yani hiicre sitoplazmasinda ¢oziinlr formda Uretilmesi igin kosullari 2.2.10.2’de
aciklanan ikinci ekspresyon denemesi yapilmistir. Hiicre yogunlugu istenen diizeye
geldikten sonra indiikleme kosullari 25 °C, 200 rpm, 0,5 mM IPTG ile 6 saat olarak

gerceklestirilmistir [92]. Ayni kosullar geni icermeyen hiicrede de uygulanmistir.

Bu denemede elde edilen saflastirilmamis stipernantantlar ile yapilan enzim aktivite
tayinlerinden alinan degerler Cizelge 3.7'de verilmistir. Cizelgedeki degerlerden de
anlasildigl gibi enolaz enzimi ilk denemeye goére hiicrede ¢6zlnir bir forma
gecirilebilmistir. Cizelge 3.7'deki AA,40/dk degerleri, 40 ul stpernatant ile yapilan iki
Olgimuin ortalamasi alinarak verilmistir. Enzim aktivite tayini sonuglarina goére, aktif
forma gecirildigi gézlenen 4 nolu kiiltlr slipernatanti ile dogrudan saflastirma islemine

gecilmistir.

Cizelge 3. 7 ikinci ekspresyonda TaENO geni iceren ve icermeyen E.coli siipernatatlari
ile elde edilen AA,40/dk degerleri

Ornek Adi AA;40/dk degerleri
TaENO genini igermeyen E.coli slipernatanti ile 0,039
TaENO genini iceren 4 nolu koloni siipernatanti ile 0,304

3.4.2.2 ikinci ifade Vektorii (pLTAE31) Araciligiyla E. coli'de Ekspresyonu

Gergeklestirilen Enolaz Enziminin Saflastirmasi ve Saf Enzimde Spesifik Aktivite Tayini

ikinci ifade vektéri araciigiyla E. coli BL21(DE3)'te aktif olarak ekspresyonu saglanan
enolaz enziminin saflastiriimasi icin Ni-NTA agaroz kolonu kullanilmistir. Saflastirma
isleminden ayrilan 6rnekler ile SDS-PAGE analizi yapilmistir. Hlcrelerin sonikasyonu
sonrasinda santfifiijleme ile elde edilen lizat (L), kolondan alinan ilk stzinti (iS),
yikama sirasindaki stizintiler (YS) ve saf proteinin hedeflendigi ellisyon (E) drnekleri
SDS-PAGE jelde yiritiilmis ve proteinin saflik orani belirlenmeye calisiimistir (Sekil

3.32).
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Sekil 3. 32 ikinci ifade vektéri araciligiyla E. coli'de iiretilen enzimin saflastirma
orneklerinin SDS-PAGE goriintisi a) M: Protein Markir, 1: Sonike karisim, 2: Hiicre
lizati, 3: ilk stiziint{, 4: Yikama stiziintiisi 1, 5: Yikama siiziintiisii 2, 6: Pellet, b) M:
Protein Markir, 1: Eltisyon 1, 2: Eliisyon 2, 3: ElGisyon 3, 4: ElGsyon 4, 5: ElGsyon 5, 6:

Elisyon 6, 7: Ellisyon 7, 8: Eliisyon 8

Sekil 3.32 a jelinde verilen sonike karisim ile enolazin ylksek seviyede Uretildigi
gozlenmektedir. Ancak bu karisimda bulunan aktif enolazin gostergesi, sonikasyondan
sonra santrifiijleme ile elde edilen slipernatant kisim yani hiicre lizatidir. Bu jelde hiicre
lizat1 ve pellet arasinda, ikinci ifade vektori ile yapilan ilk denemede gozlenen belirgin
farkin yok oldugu gozlenmektedir. ikinci ekspresyon denemesi ile elde edilen aktif ve
inaktif protein miktarinin, gézlenen yakin bant yogunlugu ile esitlendigi soylenebilir.
Sonike karisim, hiicre lizati ve pelletindeki toplam enolazi igerdigi icin her iki 6rnekten
daha kalin bir bant vermistir. Ancak bu deneme ile hala pellette belirli bir oranda
bulunan enolazin, hiicre sitoplazmasinda daha yiliksek oranda c¢ozinilr formda
Uretilmesi icin optimizasyon calismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica inkllizyon
cisimcigi jel gorintlsinl veren Sekil 3.31'de verilen geni icermeyen hiicre pelletinde
gorilen enolaz ile yakin buyuklikteki dogal hiicresel proteinler de, geni iceren hiicrede
inaktif formda kalmis (pellette) enolaz miktari tespiti icin yanhs bir arka plan gérintisa

olusturdugu goz ardi edilmemelidir.

Ayrica saflastirma islemi sirasinda alinan ilk sliziint(i ve yikamalarin SDS-PAGE analizi ile
onemsiz sayilabilecek bir miktarda enolaz kaybi oldugu ya da ilk sliziintli ve yikama ile
gelen proteinin TaENO genini icermeyen hiicre stipernatatinda bulunan, enolaz ile ayni

blydklikteki, diger hicresel dogal proteinler oldugu vyargilarina varilabilir. Ancak
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Cizelge 3.8'de verilen, stiziintl ve yikama ile yapilan enzim aktivite tayini degerlerindeki
negatif sonuglar, s6z konusu bantin hiicreye ait diger dogal proteinlerden
kaynaklandigi ve SDS-PAGE analizindeki enolaz kaybi varsayimin dogru olmadigini

gostermektedir.

Saflastirma ile elde edilen ellsyonlar ve alinan siiziintlilerle enzim aktivite tayini
yapiimistir. Elde edilen 6rneklerden 20 ul kullanilarak gergeklestirilen enzim aktivite
tayini ile elde edilen AA,4/dk degerleri yapilan lglu 6lcimlerin ortalamasidir (Cizelge

3.8).

Cizelge 3. 8 Elusyonlar ile gerceklestirilen reaksiyonlardan alinan AA40/dk degerleri

Ornek Adi is Y2 E2 E3 E4 E5 E6

AA;,40/dk degeri -0,289 | -0,16 | 0,08 | 0,534 | 0,685 | 0,540 | 0,347

Yapilan saflastirma islemi ile enolazin oldukca yliksek saflik derecesinde elde edildigi
Sekil 3.32'de ellisyonlarin analiz edildigi b jeliyle agik¢a gozlenmektedir. Ni-NTA agaroz
ile sonikasyon sonrasi hiicre lizatinin +4 °C'de bir saat karistiriimasi, enolaz ile kolonun
etkilesimine katki saglamistir. Ayrica birinci ifade vektérii asamasinda yapilan
saflastirma kolonu yapisina ek olarak kolonun en alt ylizeyine konan kurutma kagidi ile
akisa karsi bir diren¢ eklenmesi saflastirma isleminin basarisina etki etmistir. +4 °C'de
bir saat karistirma islemi, enolazin kolona ile giicli bir sekilde tutunmasi saglanmis ve
ek bir diren¢ konarak yer c¢ekimi ile gerceklesebilecek enzim kayiplarina engel
olunmustur. Ni-NTA agaroz Uretici firmasinin dogal sartlar altinda dnerilen saflastirma
metodu aynen uygulanmistir. Burada kullanilan tampon ¢ozeltiler ve islem sireci de
basaridaki diger etmenler olarak siralanabilir. Saflastirma sonrasi elde edilen

ellisyonlardaki protein konsantrasyonlari mg/ml cinsinden Cizelge 3.9'da verilmistir.

En ylksek enzim miktarinin elde edildigi elisyon 4 6rnegi ile enzimin spesifik aktivite
tayini yapiimistir. Eltisyon 4'lGin dogrudan kullanimi ile yiksek absorbans degeri alindigi
ve daha dogru bir aralikta dlciim almak icin aktivite tayininde ve kinetik ¢alismalarda
kullanilmak tzere ellisyon 4 6rneginin 1:15 seyreltilmis stogu hazirlanmistir. Hazirlanan
stoktaki protein konsantrasyonu 0,2 mg/ml'dir. Spesifik aktivite tayinine gecebilmek

icin oncelikle esitlik (2.1)'e yerlestirilen veriler ile aktivite degeri U/ml cinsinden

86




hesaplanmistir. Yapilan t¢ 6lcimin ortalama AA,40/dk degeri 0,120 olarak alinmustir.
Literatirden alinan bilgiye gére 240 nm'de epep=1.4 mM ™ .cm™dir [58]. Toplam
reaksiyon hacmi 1 ml ve reaksiyona giren enzim hacmi 1:15 seyreltilen 6érnekten alinan
0,01 ml'dir. Reaksiyona giren Esitlik (2.1)'e girilen bu degerler ile enzim aktivitesi 8,6
U/ml olarak hesaplanmistir. U/ml degerinin, reaksiyona giren enzim oOrnegi

konsantrasyonuna orani ile spesifik aktivite degeri 43 U/mg olarak hesaplanmistir.

Gizelge 3. 9 Elliisyonlarda bulunan protein konsantrasyonlari

Ornek Adi E2 E3 E4 E5 E6

Protein konsantrasyonu (mg/ml) 1,3 2,7 2,9 2,8 2,1

3.5 Saflastirilan Enolaz Enziminin Kinetik Analizinin Yapilmasi

Enolaz enziminin kinetik analizi icin, pLATE31 ifade vektoriine aktarim sonrasinda E. coli
BL21(DE3) hiicrelerinde eksprese edilen ve saflastirilan enolaz enzimi kullaniimistir.
Elisyon 4 6rneginden alinan 2 pg saf enolaz enzimi ile farkli konsantrasyonlardaki 2-
PGA substrati reaksiyona tabi tutulmustur. Substrat konsantrasyonlari 20 uM ile 2 mM
arasinda degismektedir. Degisen substrat konsantrasyonlarina karsi gercgeklestirilen
reaksiyonlar sonucunda elde edilen absorbans degisimleri Cizelge 3.10'da verilmistir.
Her substrat konsantrasyona karsi alinan AA,40/dk degeri, ¢ Olcim tekrari ile alinan

degerlerin ortalamasidir.
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Cizelge 3.10 Degisen substrat konsantrasyonlarina karsi okunan AA,40/dk degerleri

Substrat konsantrasyonu (mM) AA;z40/dk degeri

0,02 0,024

0,06 0,034

0.1 0,059

0,12 0,074

0,16 0,080

0,32 0,117

1 0,119

1,5 0,120

2 0,119

Elde edilen veriler GraFit 3.0 programina girilerek, Sekil 3.33'te verilen enzimin kararli
hal kinetik grafigi cizilmis ve enzime ait K., Vmax degerleri hesaplanmistir. k.. hesabi
icin esitlik (2.8)'de belirtilen a degeri; program ciktisi olarak verilen V. degeri ve
€pep=1400 Mt ecmtile 1,57x10'6 olarak hesaplanmis ve kinetik ¢calismasinda kullanilan 2
Mg enzim konsantrasyonu 4,2x10® M olarak elde edilmistir. Bu iki degerin oranindan
keat bulunmustur [91]. ilk kez bu tez calismasi ile literatiire sunulan, Theileria annulata

enolaz enzimine ait Ky, Vimax, Keat Ve keat/ K kinetik degerler Cizelge 3.11'de verilmistir.

0,1

0,08

0,06

Absorbans Degisini (240/dk)

0,04

0,02

o o012 04 06 08 1 12 14 16 18

2-PGA Konsantrasyonn (I}

(=]

Sekil 3. 33 Enzimin kararli hal kinetik davranisi

88




Gizelge 3.11 Enolaz enzimin tanimlanan kinetik 6zellikleri

Ozellik Deger Standart Hata
Vinax 0,132 0,0067
Km (M) 106 0,0198
Keat (s™) 37 -
Keat/Km (M s) 3,5x10° _

3.6 Tez Galigmasinda Elde Edilen Sonuglarin Literatiir Isiginda Degerlendirilmesi

Glikolitik bir enzimin inhibisyonunun, parazit yasaminin inhibe olmasina sebep
olacagini 6ne sliren bircok calisma bulunmaktadir [59], [60]. P. falciparum hekzokinazi,
aldolazi, trioz fosfat izomerazi ve laktat dehidrogenazi ile yapilan c¢alismalar bu
proteinlerin  diagnostik araglar, ilagc hedefleri ve/veya asi adaylari olarak
kullanilabilirligini ispat etmistir [59]. Glikoliz yolundaki anahtar bir diger enzim olan
enolazin da parazit yasamini inhibe etmek amaciyla dretildigi ve analiz edildigi
calismalar bulunmaktadir [58], [59], [96], [117]. Theileria annulata enolaz enziminin bu
potansiyeli ilk defa bu tez calismasinda TaENO’nun intronsuz olarak klonlanmasi,
ekspresyonu, saflastirilmasi ve kinetik analizleri kapsaminda detayli olarak

arastirilmistir.

Enolaz, canlilar arasinda oldukca korunmus bir yapida yer almaktadir [48], [51]. Bu
nedenle bu enzimin ilag ve asl tasarimlarina uygunlugu icin, konak ve parazit arasinda
belirgin bazi farklar bulunmasi gereklidir. Grubumuzda daha 6nce yapilan calismada,
TaENO ile konak Bos taurus'taki esdeger enolazinin amino asit dizeyinde
biyoinformatik karsilastirilmasi yapilmis ve T. annulata enolazinda konak Bos taurus’ta
bulunmayan, biri pentapeptid (103EWGYCyg7) digeri dipeptid (Es:K263) olmak Uzere iki
insersiyon bolgesinin varligl tespit edilmistir [63]. Grubumuz tarafindan enolazin
tropikal theileriosisde kullanilabilecek alternatif tedavi yontemleri icin uygunlugunun
tespiti sonucunda, enolaz enzimi hedef molekil olarak belirlenmis ve bu tez
calismasinda ise enzimin aktif ve saf eldesi saglanarak kinetik karakterizasyonu

yapilmis, ileri inhibitér tasarim calismalari icin bir Griin olarak sunulmustur.

89




Theileria annulata gibi bir apikompleksan paraziti olan P. falciparum ile yapilan bir
calismada, parazit ile enfekte olmus hicrelerdeki glikolitik akisin enfekte olmamis
hiicrelere kiyasla yaklasik olarak 100 kat fazla oldugu séylenmistir [118]. Ayni parazit ile
yapilan bir diger calismada ise parazit ile enfekte olmus kirmizi kan hicrelerinde,
enolaz aktivitesinin yaklasik olarak 15 kat fazla g¢iktigi belirtilmistir [119]. Bu degerler,

glikoliz yolunun ve enolazin etkinligini agiklamak i¢in olduk¢a 6nemlidir.

P. falciparum ile yapilan bir diger ¢alismada [59], parazit enolazi rekombinat olarak
Uretilmis ve bu enzimin parazitin konagi olan insandaki es degerine gore, aktif bélgenin
uzaginda vyer alan, 14EWGWS 03 pentapeptid ilavesinin ¢ikariimasiyla enzim
aktivitesinde 6nemli bir diistis gbzlenmistir. Bu rekombinant mutant enzimin 80 ila 100
kat arasinda katalitik aktivite kaybi gosterdigi ve delesyon ile enzimin dimerik
formunun monomerlerine ayristirdigi belirtilmistir. Bu bilgiler ile, parazit enolazinda
belirtilen pentapeptid ilavesinin, enolazin tam olarak aktivite géstermesi igin gerekli
oldugu soylenmistir. Calismada yapilan kinetik 6lciimler, mutant tip rekombinant
enzimin Mg+2 aktivasyon sabitlerinin, yabanil tip rekombinant enzime goére dislk
oldugunu gostermistir. Gercgeklestirilen delesyonun, enzimin alt Uniteler arasinda
ayrisma olusturan dimerik ara ylzey yapisinda destabilizasyon yarattigi ve bunun

katalitik aktivite diststine yol actigi savunulmaktadir [59].

Baska bir apikompleksan paraziti olan Toxoplasma gondii ile yapilan bir calismada [117]
enolazin, enolaz 1 (ENO1) ve enolaz 2 (ENO2) olmak dzere iki farkli izoformu
bulundugunu ve ENO1 ve ENO2'nin %73,65 oraninda amino asit dizisi benzerligi
gosterdigi belirtilmistir. Toxoplasma gondii parazitinin glikozlizinde gorevli li¢ anahtar
enzimden biri olan enolazin, bu parazitin konaklari olan insan ve hayvan enolazlari ile
farkli ilave bolgelere (103EWGYS197 pentapeptid ve »63EK;64 dipeptid ilavesi) sahip olmasi
nedeniyle bu bolgelerin enzimin aktivitesine olan etkisi arastirilmistir. Toxoplasma
gondii parazitinin enolaz enziminde bulunan bu ilave boélgeler ile yapilan mutagenez
calismalari ile parazitin enolaz enzimine karsi inhibitor tasarimlarina isik tutacak
biyokimyasal denemeler yapilmistir. Uretilen rekombinant yabanil tip Toxoplasma
gondii enolaz enziminde 103EWGYSyp; olarak belirtilen bes amino asitlik ve 53EK»64
olarak belirtilen iki aminoasitlik ilave bolgelerinde tek basina ve ikisini birlikte iceren
delesyon calismalari sonucunda yabanil tip ve mutant tip rekombinant enzimlerin
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kinetik parametreleri karsilastiriimigtir. Yapilan mutasyonlar ile enzimin V. degerinin
yari yariya kadar dustligu, K., degerini ise yaklasik olarak 15 kat arttigi, yani enzimin
substrata olan ilgisinin 15 kat azaldig tespit edilmistir. Bu veriler ile belirtilen ilave

bolgelerinin bu parazitin enolaz aktivitesi igin gerekli oldugu gézlenmistir [117].

Ayni zamanda Neospora caninum, Neospora hughesi gibi apikompleksanlar ve

Trypanosoma cruzi'de de EWGYS pentapeptid insersiyonu tespit edilmistir [120].

Gercgeklestirmis oldugumuz tez calismasi ile yabanil tip TgENO’nun kinetik
karakterizasyonu yapildigindan, ileri calismalar ile TaENO’nu sahip oldugu ve literatir
bilgileriyle eslesen ilave bélgelerde mutasyonlar gergeklestirilerek elde edilen mutant
proteinlerin inhibitér tasarimi yoniinde yapisal ve kinetik karakterizasyonunun

yapilmasinin 6ni agilmstir.

Enolazin hiicre sitoplazmasinda bulunan glikolitik bir enzim olmasi disinda, birgok
patojenik okaryot ve prokaryotun ve virlslerin dahi hilicre ylzeyinde eksprese
olduguna dair dikkate deger sayida yayin bulunmaktadir [49], [64], [121]. Bu enzimin
patojen canlilarda bulunusu, patojenlerin konaklarina invazyonlari siirecinin bir pargasi
olduguna isaret etmektedir [49]. Hiicre ylizeyindeki enolaz, plazminojen reseptori

(plazminojen baglanma proteini) olarak gorev almaktadir [49].

Cok hicreli organizmalarda hiicre disi proteoliz olayi, hiicre disi proteazlarin en
onemlisi olan plazminojen aktivasyon sisteminden, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimlerinin dinamik olarak yeniden diizenlenmesine kadar birgok biyolojik stire¢
icin oldukgca o©Onemlidir (48). Plazminojen, plazminojen aktivatori tarafindan
kesildiginde, kollajenazi aktiflestiren plazmine doniismekte ve bu sekilde fibrin ve bazi
hicre disi matriks proteinlerini pargalamaktadir. Bunlar, bulunulan fibréz dokunun

¢Ozlilmesi ve hiicre igcine invazyon icin kritik basamaklardir [64].

Plazminojen-patojen etkilesimlerinin enfeksiyondaki fizyolojik rolii ve énemine kanit
olarak Streptococcus pneumoniae [122], A gurubu streptococci [123], Borrelia spp.
[124], Yersinia pestis [125] ile enfekte edilmis hayvan denemeleri bulunmaktadir.
Plazminojen reseptorleri araciligiyla gerceklesen plazminojen baglanmasi ve
aktivasyonu ile patojen, konagin fibrinolitik sisteminden kacgarak, glicli bir proteaz

etkisi elde etmistir [122], [123], [124], [125].
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Leishmania mexicana, Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis, Schistosoma bovis,
ve Schistosoma japonicum gibi bazi parazitlerde en ¢ok dnerilen plazminojen reseptoéri
enolazdir [49]. Leishmania mexicana ile yapilan bir denemede, plazminojen yoksun
farelerde olusan lezyon daha sinirli bir alanda odaklanirken, plazminojen iceren
farelerdeki lezyon daha yaygin bir sekilde olusmustur. Bu parazitler plazminojen
yoksun farelerde daha az enfeksiyona neden olmustur. Plazminojen yoksun farelerin
bazi organlarinda fibrin birikiminde artis gézlenmistir. Dogal kosullarda fibrin, konak
savunma mekanizmasinda parazitin invazyonu ve yayilimini bir bariyer gorevi gorerek
sinirlamaktadir. in vivo sartlarda plazminin en énemli hedefi ise fibrindir. Enfeksiyon ile
hiicre yizeyinde aktiflenen plazminojen ya da hiicre yizeyinde salinan plazminojen
reseptorleri fibrin matriksin parcalanmasina yardimci olmaktadir. Bu bilgiler 1siginda,
enolaz gibi plazminojen reseptorlerinin virulans etki olusumuna katki sagladigi

onerilmistir [126], [127].

Yapilan baska c¢alismalarda apikompleksan parazitlerinden Plasmodium falciparum
hiicre ylizeyinde bulunmasi immunofloresans c¢alismalarla kanitlanan enolazin, parazit
konagi olan insan plazminojenine baglanarak parazitin dokuya invazyonu siirecine katki
sagladigi 6ne slrilmistir [76]. Ayni sekilde bir baska apicomplexan paraziti olan
Eimeria tenella enolazinin mikroskobik gozlemlerle belirlenen yilizey lokasyonu ile

invazyon strecinin iligkili oldugu rapor edilmistir [128].

Enolazin diger apikompleksanlarda tespit edilen plazminojen reseptorii gorevi ve
parazitin dokuya gegisine katki saglamasi 6zelligi, enolazin Theileria parazitinde de
plazminojen reseptori olarak bulunmasi olasiligi ve bu parazit icin kullanim alanlari ileri

calismalarla degerlendirilmelidir.

Tropikal theileriosise karsi gelistirilmis asilar ise (¢ tiptir. ilk asi Zhang vd. tarafindan
1964 yilinda kan pasajlama yoluyla elde edilmistir. Bes jenerasyon sonunda parazitin
daha az virulent oldugunu gosterilmistir [129]. ikinci asi ise radyasyon ile ateniie
edilmis parazitlerden elde edilmis ve theileriosis tedavisinde basari saglanmistir [130].
Son asl tipi ise, T. annulata’nin intraseliiler makrosizont formunun in vitroda cogaltimi
ve pasajlamasi ile Gretilmistir. Bu asilar ile laboratuvar ortaminda ve kene yoklugunda

en az 6 aylik immunite saglanmaktadir [131].
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Tropikal theileriosise karsi gelistirilecek yeni asi tasarim galismalari igin enolaz enzimin
uygunlugunun arastirildigl c¢alismalar bulunmaktadir [58]. 2004 yilinda yapilan bir
calismada uretilen rekombinant P. falciparium enolazinin olduk¢a immunojenik oldugu
belirtilmistir. Rekombinant enolazin, anti-rekombinant enolaz antikoruna karsi
reaktivite ve spesifikligin 6lcimi igin Uretilen poliklonal antikor miktarinin serum igin
oldukga fazla oldugu gozlenmistir. Yapilan yalnizca iki doz asilama sayesinde antijenle
yapilacak spesifik reaktivite icin 1:64000 dillisyon titresinde yeterli miktarda poliklonal

antikor elde edilmistir [58].

2007 ve 2009 yillarinda yapilan diger c¢alismalarda da elektron mikroskobu gibi
immunofloresans c¢alismalari ile P. falciparium enolaz proteininin hiicre ylizeyinde
bulundugu gosterilmistir [76], [132]. Ayni zamanda tavsanda Uretilen anti rekombinant
P. falciparium enolaz antikolarinin in vitro P. falciparium kiltirinin gelisimini inhibe
ettigi belirtilmistir [132]. Ayrica rekombinant enzim ile yapilan fare immiinizasyon
calismalarinda proteinin, farelerde malaryal parazitlere karsi koruma sagladigl ve
bundan dolayl imminojenik bir etkisi oldugu séylenmis ve dolayisiyla enzimin malaryal

asl antijeni icin uygun bir aday oldugu savunulmustur [59], [132].

P. falciparium enolazina 6zgili bes amino asitlik ilave bolgenin (104sEWGWS1qg) cikarildigi
ve mutant rekombinant P. falciparium enolazinin (r-Pfen) Uretildigi bir calismada [59],
mutant r-Pfen’in yabanil tip r-Pfen’e karsi Uretilmis antikorlar ile reaksiyonu incelenmis
ve fare serumunda mutant r-Pfen ve ilave bdlgeyi icermeyen tavsan kas enolazinda
reaktivite gozlenmezken, yabanil tip r-Pfen’e karsi glicli bir reaktivite gézlenmistir.
Yiksek dilisyonlar icin antikorlarda gozlenen reaktivite artisi, serumdaki antikorlarin
calismada belirtilen bes amino asitlik ilave bolgesine karsi yiiksek afinite gosterdigini
sunmaktadir. Calismada, antikorlarin blyiik oranda yabanil tip r-Pfen ile asilanan fare
ve tavsan serumundaki bes amino asitlik insersiyon bdlgesine yoneldigini
gosterilmektedir [59]. Bu calisma ile enolazin, ylksek miktarda antikor Uretiminde
hangi bolgesinin etkili oldugu belirlenmistir. Sonuclar, yapilan diger calhsmalar ile
ortliismekte ve enolaz enziminin antijenik bir protein oldugu gorisiini 6ne siirmektedir

[58], [59], [132].
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Bu durum da enolazin Theileria annulata’da plazminojen reseptéri olarak bulunmasi

durumundaki gibi degerlendirilmesi gereken bir baska yonuddr.

Bu tez galismasinda, Theileria annulata enolaz enziminin ileriki kinetik ¢alismalarda
kullanilmak UGzere, PCR temelli yonlendirilmis mutagenez ydntemiyle introndan
arindirilarak aktif olarak Uretilmesi, saflastirilmasi hedeflenmistir. Literatlirde, PCR
temelli yonlendirilmis mutagenez yonteminin intron uzaklastiriimasinda kullanildig
calismalar bulunmaktadir. Ancak bu calismalar, intron/lar uzaklastirilarak aktif bir
enzim dretimi icin degil, ya bazi hastaliklarda etkili olan genlerdeki intron
segmentlerinin farkli kombinasyonlarda uzaklastirilarak hastaliga etkisinin arastiriimasi
ya da hiicrenin bazi genlerde hangi intron segmentinin uzaklastiriimasina daha yatkin
oldugunun tespiti icin yapilmistir [133], [134], [135]. Bu nedenle bilgimiz dahilinde, PCR
temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi, bir enzimin aktif olarak, bir Griin eldesi

hedefiyle introndan arindirilmasi icin, ilk defa bu tez calismasinda kullaniimistir.

Elde edilen % 95'ten fazla saflik derecesindeki aktif enolaz enziminin spesifik aktivite
degeri 43 U/mg'dir. Bu degerler, enzimin yiksek bir oranda dretildigi (30 mg/litre

kiiltlir) ve saflastirildigi ve aktivitesinin oldukca yiksek oldugunu gostermektedir.

Ayrica saf enolaz enzimi ile yapilan kinetik karakterizasyon ¢alismalari ile enzime ait Ky,
degeri 106 uM, Vax degeri 132 umol.min'l.mg'l, keat degeri 37 stve keat/Km degeri
3,5x10° M™.s* olarak elde edilmistir. Cizelge 3.12'de verilen farkli tirlere ait enolaz
enzimlerinin, substrat olarak 2-PGA icin belirlenen bazi kinetik 6zellikleri, ilk kez bu
calismada literatire sunulan Theileria annulata enolaz enziminin kinetik ozellikleriyle
birlikte incelendiginde, K., degerlerinde tirler arasinda ¢ok bilyik sapmalar olmadigi,
ancak Vo degerleri arasinda 1000 kat fazla ve 100 kat disik olarak degisen degerler

rapor edildigi saptanmistir.
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Cizelge 3.12 Farkli tirlerde bulunan enolaz enzimlerinin 2-PGA igin kinetik 6zelliklerinin
karsilastirilmasi

Enzim kaynagi Km (kM) Vimax (Hmol.min™*.mg™) Kaynak
Theileria annulata 106 132 Bu
¢alismada

Plasmodium falciparum 406 24.5+3.0 [59]
Toxoplasma gondii ENO1 76,8+6,4 (34,1+0,7) x 10° [117]
Toxoplasma gondii ENO2 77,7+4,9 (89,2 +£4,8) x 10° [117]
Trypanosoma brucei 49 63 [136]
Trypanosoma cruzi 50 0,87 [49]
Leishmania mexicana 51 80 [137]
Tavsan kas hiicresi 16 31 [49]
Saccharomyces cerevisiae 57 65 [49]

Bu tez calismasinda, literatlirde yer alan tim bu bilgiler i1siginda, tropikal theileriosis
tedavisi icin Theileria annulata’nin enolaz enziminin, yapilya dayandirilmis ilag tasarimi
ve asl tasarim c¢alismalarinda hedef molekil olarak kullanimina uygun halde, aktif ve

saf olarak eldesi saglanmis ve kinetik karakterizasyonu yapilmistir.

3.7 Oneriler

PCR temelli yonlendirilmis mutagenez ile introndan arindirilan genin klonlama
vektorine alt klonlamasi yapilmis ve intronsuz genin pLATE31 ifade vektoriine aktarimi
sonrasinda, E. coli'de gerceklestirilen ekspresyon denemeleri ile aktif enzim yiksek
miktarlarda ve yiliksek saflik derecesinde elde edilmis ve kinetik karakterizasyonu

yapilmigtir.
Bu tez calismasinda elde edilen protein kullanilarak;
1. Proteinin gercgek lic boyutlu yapisini tanimlanmasi,

2. Mutajenik analizler yapilarak, TaENO’da bulunup, konaktaki esdeger enzimde
bulunmayan ilave amino asitlerin enzim aktivitesindeki roli ve inhibitor

tasariminda hedef bolge olarak kullanilabilirligini tespit edilmesi,

3. Molekiler docking calismalariyla inhibitor tasarim deneylerine yonlendirmesi,
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TaENO’nun docking sonucunda elde edilen muhtemel inhibitérler ile kinetik

karakterizasyonunun yapilmasi,

U¢ boyutlu vyapisi tanimlanan proteini docking sonucunda belirlenen

inhibitorlerle etkilestirilmesi,
Tespit edilen inhibitorler ile in vivo calismalari yapilmasi,

Enolazin Theileria annulata’da plazminojen reseptori olarak bulunabilmesinin
ve yaplya dayandiriimis ilag tasariminda hedef molekill olarak segilmesine
olanak sagladigi gibi calismalarla kanitlanan imminojenik bir protein olmasi
ozelligiyle de asi tasarim c¢alismalari i¢cin  uygunlugunun arastirilmasi

onerilmektedir.
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