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OZET

Sitma, disi anofel cinsi sivrisineklerinin kan emerken konak canliya bulastirdiklari,
Plasmodium parazitlerinin sebep oldugu atesli bir parazit hastaligidir. Giiniimiizde
kullanilmakta olan antimalaryal ilaglara karsi parazit direng kazanmis ve sitmanm kontrol
altma alinmasini zorlastirmistir. Bu nedenle alternatif ilaglarin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Genetik miihendisligindeki hizli gelismeler, Plasmodium falciparum’un
glikolitik yolunda gorevli olan laktat dehidrogenaz enziminin yeni antimalaryallarin
tasariminda hedef olarak belirlenmesine yon vermistir. Ancak bu alandaki g¢aligmalar
hiicrelerde gergeklesen molekiiler olaylar1 kesfetmemizi ve anlamamizi saglamakla birlikte,
protein aktivitesi ve fonksiyonu hakkinda bilgi vermemektedir. Bu nedenden dolay1 tani ve
tedavi amagh kullanilacak olan bir proteinin fonksiyonunun ve yapisinin anlasilmasi igin izole
edilmesi ve saflastirilmasini gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinda Plasmodium falciparum 'un laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen,
3’ucuna 6 histidin amino asidi ilave edilerek polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmis ve
standart metodlar kullanilarak pKK223-3 vektoriine aktarilarak genin E. coli’de ifadesi
gerceklestirilmistir. Enzimatik aktivitesi onaylanan protein Ni-NTA agaroz igeren kolonlar
hazirlanarak saflastirilmis ve analiz edilmistir.

Klonlama sonrasinda elde edilen ve His-tag iceren PfLDH total proteinin SDS-PAGE ile
analizi His-tag igermeyen kontrol proteini ile karsilastirmali olarak yapilmis ve bantlasma
profillerinin ayni oldugu dolayisiyla His-tag ilavesinin proteinin ifadesine bir etkisinin
olmadigini gosterilmistir. Protein indiiklenmesi ise protein iiretimini dort kat artirmistir. SDS-
PAGE ve Western blot analizleri uygulanan saflastirma protokolii sonucunda PfLDH
proteininin yaklasik % 95 saflikta elde edilmis oldugunu goéstermistir. Bu tez c¢aligmasi
sonucunda PfLDH proteininin; yiiksek saflikta, ihtiya¢ duyulan miktarda ve kolay
uygulanabilir bir protokol ile elde edilmis olmasiyla; protein, inhibitor tespiti ¢alismalarinda
kullanima hazir hale getirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sitma, Plasmodium falciparum, laktat dehidrogenaz, protein saflagtirma,
ifade.



ABSTRACT

Malaria is a fevered disease caused by Plasmodium parasites which infect the host organism
through female anopheles while sucking blood. The parasites have developed resistance
against antimalarial drugs used nowadays and complicated the control of malaria. For this
reason, developing alternative drugs is necessary. Rapid improvements in genetic engineering
have pointed lactate dehydrogenase enzyme of Plasmodium falciparum, which has a role in
glycolytic pathway, as a target for developing new antimalarial drugs. Although, studies on
this field provided us to discover and understand the molecular mechanisms happening in the
cell, they do not inform about the protein activity and functions. Because of this reason,
isolation and purification of this protein, which will be used for diagnosis and treatment, is
required to understand it's function and structure.

In this study, the gene encoding lactate dehydrogenase enzyme of Plasmodium falciparum
was amplified by polymerase chain reaction with 6 histidine amino acids added to 3' end of
the gene, transfered to pKK223-3 vector by using standart methods and expressed in E. coli.
The protein with a confirmed enzymatic activity was then purified in Ni-NTA agarose
containing columns and analyzed.

The SDS-PAGE analysis of the total His-tag containing PfLDH protein obtained from cloning
was made comparatively to the His-tag free control protein and the banding profiles were
determined as the same, so it was shown that the His-tag addition does not have any effect on
protein expression. But the protein induction has increased the protein production for four
times. The SDS-PAGE and Western blot analyses showed that the PfLDH protein was
obtained approximately at 95% purity through the purification method performed. As a result
of this study, the needed amount of PfLDH protein was acquired in high purity by an easy
applicable protocol for inhibitor determining studies.

Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, laktate dehyrogenase, protein prufication,
expression
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1. GIRIS

1.1 Sitma

Sitma, disi anofel cinsi sivrisineklerin kan emerken konak canliya tasidiklari sporozitleri

transfer etmeleri ile bulasan tropikal parazit hastaligidir (Knell, 1991).

Sitma’ya neden olan Plasmodium’lar, tek hiicreli parazitler olup iiremeleri iki asamada
gerceklesmektedir. Bunlar dollenme safhasi (sivrisineklerde) ve ¢ogalma sathasidir (insan
alyuvarlarinda). Plasmodium’lar basta kuslar olmak {izere kaplumbaga, kertenkele, yilan gibi

stiriingenleri ve primat, kemirgen gibi memelileri enfekte etmektedirler (Knell, 1991).

Sitma, giliniimiizde insanlar1 tehtid eden 6nemli bir saglik sorunudur. Bu nedenle sitmanin
genis bir alana yayilmis olmasi1 ve her gecen giin hastaligin yayilip 6len kisi sayisinin artmasi

tehlikenin ne denli ciddi oldugunu gostermektedir (WHO, 2009).

Yakin zamana kadar bilinen, insan saghigmi tehdit eden dort Plasmodium tiirii bulunmaktaydi.
Bunlar; Plasmodium vivax (Pv), Plasmodium falciparum (Pf), Plasmodium ovale (Po),
Plasmodium malariae (Pm)’di. Ancak yapilan giincel arastirmalar sonucu insani infekte ettigi
kesinlik kazanmis besinci tiir olarak Plasmodium knowlesi (Pk) kesfedilmistir (Cox-Singh vd.,
2008, Ozcel, 1999).

Asil sitma Oliimlerinin sebebi olan Plasmodium tirti Plasmodium falciparum’dur ve bu
nedenle falciparum sitmasi malign yani kotii huylu sitma olarak adlandirilmaktadir. Tropikal
bolgelerde ve Gilineydogu Asya’da goriilmektedir. Atesler daha uzun siirmekte, nobetler
ortalama olarak giin asir1 ortaya ¢ikmaktadir. P. falciparum’a enfeksiyonlarinin immiinolojik
olarak yetersiz ya da baskilanmis kisilerde ¢ok ¢abuk ilerlemekte ve bazi durumlarda
belirtilerin ortaya ¢ikisindan 24 saat sonra dliimler goriilmektedir. (Ozcel, 1999). Bu sitma
tirtinde atesli ve kotii nobetler goriilmektedir. P. vivax sitmasi P. falciparum sitmasina gore
daha iyi seyirli ve nadir olarak Oliimlerle sonuclanmaktadir. Tiirkiye’de de yerli olarak
goriilen tir P. vivax’dir. Ortalama kulugka siiresi 12-14 giin siirmektedir. Tedavi edilmezse
niiks etmektedir. (Akdur, 1997, Ozcel, 1999).

1918’de Dogu Afrikali bir askerde sitma parazit bulundugunda bunun P. vivax’a benzer fakat
ayr1 bir tiir oldugu gézlemlenmis ve P. ovale adi verilmistir (Ozcel, 1999). Bat1 Afrika ve

Pasifik yerlilerinde P. ovale yalnizca hastalik olusturmakta ve bu tiiriin bulasmis oldugu



kisilerde hastalik hafif seyretmektedir. Diger wklar bu tiire dogal olarak bagisiklik
kazanmiglardir. P. malariae olgusuna ise bu bdlgelerde pek rastlanmamaktadir. P. malariae
tropikal Afrika’da Burma, Srilanka ve Hindistan’in bir bolimiinde yaygindir. Malezya ve
Endonezya’nin bazi bdlgelerinde de goriilmektedir. Kuzey Amerika’da sporadik olarak

goriilmesine ragmen Giiney Amerika’da oldukc¢a az goriilmektedir (Akdur, 1997).

Insanlara bulasan besinci tiir sitma paraziti olarak litaretiire gegen Plasmodium knowlesi, daha
¢ok Dogu ve Giliney Asya boyunca dagilim gostermektedir. Yakin zamana kadar Plasmodium
knowlesi’ye yakalanan kisilere P. malariae teshisi konulmaktaydi. 2001-2006 yillar1 arasinda
Malezya Borneo’da yapilan arastirmada, Plasmodium knowlesi’nin insanlar1 enfekte ettigi ve
mikroskobik tan1 asamasinda P. malariae ile karistirildigindan dolay1 bu giine kadar teshisinin

kesin bir bigimde yapilamadigi ortaya ¢ikmustir (Cox-Singh vd., 2008, Mutlu, 2009).

Sitma kelimesi parazit ile infekte olmus canlilarda yiiksek ates goriildiigiinden 1sitma
kelimesinden tiiremistir. Anadolu’da sitma, tarihler boyunca salgina neden olmus ve sadece
insanlarin  Oliimiine yol ag¢makla kalmamis bircok Ege ve Akdeniz medeniyetlerinin

cokmesinde de biiylik rol oynamustir (Akdur, 2004).

Tirkiye'de sitma eradikasyon ¢aligsmalar1 ciddi surette ele alinmis ve basar1 elde edilmistir.
1950 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve UNICEF ile yapilan is birligi ile, yurdumuzda
sitma ile miicadele amaciyla ‘Sitma Eradikasyonu Kampanyasi’ baglamis ve Saglik Bakanligi
Sitma Savag Personeli’nin de gayretiyle enfeksiyon 6nemli dl¢iide kontrol altina alinmis ve
ilke genelindeki sitma sayisi 1200’Li rakamlara dismiistiir. Fakat sitma kontrol ¢alismalari
Tirkiye’de belli bir disiplinde yiiriitiillememis, bunu sonucu olarak, 1970’li yillarda sitma
vaka oraninda bir artis kaydedilmistir. Eldeki veriler, yiiriitiillen programlar ve anlayislar
sonunda belirlenen ya da diger bir ifade ile resmi bildirimi yapilan sayilarla sinirli kalmastir.

Bu nedenden dolayi bilinen sayisal degerler ¢ok eskilere dayanmamaktadir. (Akdur,1997).

Tiirkiye’de1925-2008 yilllar1 arasinda goriilen sitma vaka sayilari sekil 1.1°de goriilmektedir.
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Sekil 1.1 Tiirkiye’de 1925-2008 yillar1 aras1 sitma vakalarmin sematik gosterilmesi ( inan
vd., 2010)

Tiirkiye’de sitmanin goriildiigii donemler mevsimlere gore degismektedir. Sitma vakalari
Mart aymndan itibaren goriilmeye baslayip Temmuz, Agustos ve Eyliil aylarinda en yiiksek
saytya ulagsmaktadir (Sekil 1.2). Bunu takip eden aylarda sitma goriilme sikligi diisiise

gecmektedir. Buna paralel olarak mevsim sicaklarmin  degismesi, sivrisinek

popiilasyonundaki diisiisle baglantilidir.
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Sekil 1.2 Tiirkiye’de mevsimlere gore sitmanin dagilim semasi [1]

Tiirkiye’de sitmanin en yaygm bulundugu bdlge Giiney-Dogu’dur. Ulkemizde goriilen sitma
tiirliniin P. vivax’in yol agtig1 tersiyer sitmasi oldugu, fakat diger sitma gesitlerinin nadir de

olsa gorildigii kaydedilmistir. 2006 yilinda Tiirkiye disindan (emporte) oldugu disiiniilen 29



P. falciparum kaynakli sitma olgusuna rastlanmistir (WHO, 2008).

2009 yili Diinya saglik orgiitii raporuna gore; 2006 yilinda, P. falciparum’dan dolay1 meydana
gelen toplam 247 milyon sitma olgusu goriilmiis ve diinya genelinde goriilen sitmaya neden
olan tiirlerin arasinda %91’lik bir orana karsilik geldigi bildirilmistir. Vakalarin biiyiik bir
boliimii Afrika bolgesinde diger kismi ise Giiney-Dogu Asya ve Dogu Akdeniz’de
goriilmektedir. 2006 yilinda, 247 milyon olgudan 880 000 kisi sitmadan hayatini kaybetmistir.
Bunlarm  %90°1 Afrika bolgesinde, %4’t Giiney-Asya ve %6’1 Bati Akdeniz’e
gerceklesmistir (WHO, 2009).

1.2 Sitma Parazitleri ve Yasam Dongiisii

Sitma parazitleri, hayvanlar aleminin bir alt evreni olan Protozoon’larin Apicomplexa subesi,
Eucoccidiida takimi, Plasmodiidae ailesi ve Plasmodium cinsi igerisinde yer almaktadir
(Ozcel, 1999). Sitma parazitlerinde, hiicreleri isgal ettigi formlar1 olan ookinet, sporozoit ve
merozoitlerin u¢ kisminda yer alan, alyuvar ve karaciger hiicrelerinin 6zel antijenik
bolgelerini taniyarak, onlari istila etmeye yardimci olan apikal kompleksin bulunmasi, bu
parazitlerin Apicomplexan subesi icerisinde yer almalarina neden olmustur (Yotoko ve Elisei,
2006). Plasmodium cinsi i¢inde 200 tir tamimlanmistir ve yeni tiirlerin kesfi devam
etmektedir (Perkins ve Austin, 2009).

Sitma parazitlerinin yasam dongiileri, omurgasiz anofel cinsi sivrisineklerdeki eseyli iireme
ile, sporozoitlerin olusturuldugu ve omurgali konak canlida eseysiz tiremenin gorildigi

donem olmak tizere iki kisimda gergeklesmektedir  (Sekil 1.3), (Kayser, 2005).
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Sekil 1.3 Plasmodium’un hayat dongiisti (Knell, 1991).

1.2.1 Omurgasiz Canhdaki Yasam Dongiisii

Sitmaya neden olan parazitin, disi bir anofel sivrisinekteki dongiisii déllenme ve sporogoninin

goriildiigi iki evreden meydana gelmektedir.

1.2.1.1 Dollenme

Paraziti tasiyan sivrisinekde makrogamet ve mikrogamet birbirinden bagimsiz olarak
olusmaktadir. Sivrisinek, parazit ile infekte olmus konak canlidan kan emerek mikrogametosit
(erkek) ve makrogametosit (disi) almaktadir. Bir mikrogametositten, sivrisinek midesinde,
yaklagtk 8 tane kamgili mikrogamet meydana gelmektedir. Makrogametositler ise
makrogametlere doniismektedir. Bu iki formun déllenmesi ile zigot olugsmakta ve zigot
yaklagik 20 dakika sonra yalanci ayak cikararak fuziform sekline donerek hareketli ookinet

doniismektedir. Ookinet gelisimini siirdiiriip mide epitelyum hiicresine penetre olmakta ve



ookist ad1 verilen ince duvarli yuvarlak sekilli bir yap1 haline déniismektedir (Ozcel, 1999).

1.2.1.2 Sporogoni

Ookistler olgunlasarak boliinmekte ve binlerce sporozoit meydana gelmektedir. Sporozoit
sivrisinegin viicuduna dagilarak tiikiirik bezlerine yerlesmektedir. Disi sivrisinek kan
emerken tiliriikiik bezlerinde bulunan sporozoitleri canliya gecirip konak canhdaki yasam

dongiisiinii baslatmaktadir (Ozcel 1999).

1.2.2 Omurgah Canhda Karacigerdeki Yasam Dongiisii

Plasmodium’larm omurgali canlida yasam dongiisiinii iki sekilde siirdiirmektedir. Ilki
karacigerdeki (ekzoeritrositik sizogoni) donem, ikincisi ise alyuvardaki (eritrositik sizogoni)

donemdir.

1.2.2.1 Ekzoeritrositik (Hepatik) Sizogoni:

Sivrisineklerin kan emerken omurgali canli viicuduna verdikleri sporozoitler 1 saat icerisinde
kandan eseysiz liremenin oldugu karaciger parankim hiicrelerine penetre olmaktadir.
Sporozoitler yuvarlak ve oval yapiya doniiserek ¢ekirdekli bir yap1 olan ekzoeritrosit sizogoni
formuna doniismektedir. Sizontlarin pigmenti bulunmamaktadir. Ekzoeritrosit sizogoni
sonucu, ¢ok sayida merozoit olusmaktadir (Ozcel, 1999). Merozoitlerin olusumu 1-2 hafta
icerisinde gerceklesmektedir. Merozoitler olustuktan sonra karaciger hiicresi patlamakta ve
merozoitler kan dolasimina katilmaktadirlar. Merozoitlerin alyuvarlara girmesiyle birlikte

eritrositik sizogoni donemi baglamaktadir (Kayser, 2005).
1.2.3 Omurgah Canhda Kan Dongiisii

1.2.3.1 Eritrositik Sizogoni

Bir merozoit bir eritrosite girip eseysiz liremenin gerceklesecegi bu evreyi baglatmaktadir. Bu
olayla birlikte bazi tiirlerde merozoitin dis tabakasi kaybolmaktadir (Ozcel 1999). Bu
durumda trofozoit halini alir, yap1 halka (ring) seklindedir ve hemoglobinle beslenmektedir.
Trofozoit biiyiidiikge pigment gelistirmeye baslamakta, sitoplazma boyutu artmaktadir.
Pigment, hematin ve protein birlesininden olusmaktadir. Mitoz boliinme ile geng sizontlara

doniismektedir (Ozcel 1999). Daha sonra olgun sizont olusmakta ve merozoitlere



boliinmektedir. Merozoitlerin kana dokiilmesi ile eritrosit par¢alanmakta ve merozoitler tekrar

bir sizogonik evreyi baglatmaktadirlar.

P. vivax, P. falciparum ve P. ovale’de dongiiler 48 saat, P. malaria’ da ise 72 saat halinde
gerceklesmekte ve alyuvarlarin pargalandigi her donemde konak canlida ates ndbetleri
meydana gelmektedir. Birka¢ dongii sonrasinda bazi merozoitler esey hiicreleri olan
mikrogametosit ve makrogametositlere doniismektedirler. (Kayser, 2005). Temelde
Plasmodium tiirlerinin hayat dongiileri yukarida anlatildigi gibi meydana gelse de, tiirler
arasinda dongii stiresi, ookinit, sporozoit, merozoit ve gametlerin biiyilikliigii ve hiicre i¢indeki

sekilleri bakimmdan farkliliklar gériilmektedir (Ozcel, 1999).

1.3 Sitma Parazitlerinin Genom Projesi, Genetik Ozellikleri ve Biyokimyasi

Plasmodium’lar ile ilgili olarak yiiriitiilmekte olan genom projeleri, sitma parazitinin genomik
yapilarmin tanimlanmasi ve kendilerine has Ozelliklerinin belirlenmesi iizerinde yapilan
calismalara hiz kazandirmistir. Bu calismalar Turgut-Balik 2010°da 6zetlenmistir (Turgut-

Balik 2010).

Okaryotik bir patojenin genom dizisinin belirlenmesi Plasmodium falciparum genom projesi
ile ilgili galisma olarak baslatilmistir. 14 kromozomdan iki tanesi olan 2. (Gardner vd., 1998)
ve 3. (Bowman vd., 1999) kromozomlarin tam niikleotid dizileri agiklanmis olup niikleer
genomun %8’ini temsil eden, daha sonra da 1, 3-9 ve 13. kromozomlar (Hall vd., 2002), 2,
10, 11, ve 14. kromozomlar (Gardner vd., 2002) ile 12. kromozomun (Hyman vd., 2002)
dizisi rapor edilmistir. Anopheles gambiae sivrisineginin genomunun ¢oziilmesi, P.
falciparum’un genom dizisinin agiklandigi ile ilgili makalelerin yayinlanmasi ile saglanmistir
(Holt vd., 2005). Parazitin kompleks hayat devrini tamamlayabilmek ve bir konaktan digerine
tagmabilmesi igin sivrisinege ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedende dolayr Plasmodium ve

Anopheles arasindaki baglant1 oldukga agiktir.

1.3.1.1 Plasmodium’larmm Nikleer Genomu

22.8 megabazdan (Mb) olusmus olan P. falciparum’un niikleer genom dizisinin biiytikliikleri
yaklasik olarak 0.643-3.29 Mb arasinda degisen 14 kromozoma dagilmistir. Protein kodlayan
genlerin yapilari, gen tespit eden programlar yardimi ile tahmin edilmis ve manuel olarak

yardimc1 diizenlemeler yapilmustir (Carlton vd., 2002).



Sekil. 1.4’de dizisi bilinen dort Plasmodium tiiriiniin niikleer genomlar1 karsilagtirilmistir.
Gorildigi gibi memelilerde sitmaya neden olan dort Plasmodium tiiriiniin genomlar1 birgok
acidan biiyiik farkliliklar gostermekte ve 14 kromozoma toplanmis olan niikleer genomun

biiyiikliigii 23 megabazdan 27 megabaza kadar degisim gostermektedir (Carlton vd., 2008a)

1.3.1.2 Apikoplast Genomu

Sitma parazitinin yasamii siirdiirebilmesi i¢cin mutlaka gerekli olan apikoplastin islevi tam
olarak bilinmemektedir (Gardner vd., 2002). Apikoplastin yag asitleri, izoprenoidler ve hemin
anabolik sentezinde fonksiyonlarinin oldugu bilinmektedir (Gardner vd., 2002; Ralph vd.,
2004). Ancak mitokondri ve kloroplastta oldugu gibi, apikoplast proteomu niikleer genomda
kodlanan ve translasyon sonrasi bu organelle hedeflenen proteinlerle desteklenmektedir

(Gardner vd., 2002).
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Sekil 1.4 Dort Plasmodium tiiriiniin niikleer genom 6zelliklerinin karsilastirmasi (Carlton vd., 2008a)
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1.3.2 Plasmodium’daki Metabolik Yollar

Parazitin eritrositteki trofozoit metabolizmas: ayrintilariyla bilinmektedir. Bu sathada
parazitler kiiltiirlerden toplanabilmekte, eritrositlerden uzaklastirilabilmekte ve diger
hiicrelerden ayrilabilmektedir. Bunun gibi preparasyonlarda parazitin metabolik aktivitesi
eritrositlerin ve beyaz hiicrelerin metabolizmasindan ayirt edilmektedir. Hayat dongiisiindeki
diger sathalarin metabolizmas1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Ozellikle parazit ve konak
hiicrede metabolik aktivitelerin oldugu noktalar hakkinda daha fazla bilgiye siddetle ihtiyag
duyulmaktadir. Bunlar se¢ici (selektif) ilaglarin olas1 hedefleridir ve yasayan konak hiicreler

zarar gormeden parazite hasar verilmesi amaglanmistir (Sekil 1.5) (Knell, 1991).

Parazitler plazmadan eritrosit membrani, bir hemoglobin tabakasi ve parazitofor
(parasitophorous) vakuolii ile ayrilmaktadir. Bu engeller besinlerin parazitin igine
difiizyonunu ve atik iirlinlerin disar1 ¢ikisini yavaslatarak, biiyiime hizint siirlandirmaktadir.
Difiizyon en az iki yolla artirilabilmektedir. Plasmodium falciparum’un formlarinda oldugu
gibi parazit kendisini eritrosit membranina yaklastirabilmekte veya Plasmodium vivax’ta

oldugu gibi ameboid hareket yapabilmektedir (Knell, 1991).

1.3.2.1 Enerji Kaynag

Glukoz, eritrositte Plasmodium metabolizmasina enerji saglamaktadir. Anaerobik yol olan
glikoliz dongiisiinde, enerji tiretmek icin glukoz pargalayarak son iiriin olarak laktik aside
doniismekte ve ATP ihtiyacim1 saglamaktadir. Anaerobik bir yol oldugundan oksijen
kullanilmamaktadir. Eritrositlerin iginde bulunan hemoglobin, kanda dolasirken sirayla
oksijen almakta ve oksijenini birakmaktadir. Fakat parazitler bu inis c¢ikistan
etkilenmemektedir. Parazit yasam dongiistinii siirdiirebilmesi i¢in kandan ¢ok fazla glukoz
almaktadir. Agir infeksiyonlarda hastanin kan glukoz konsantrasyonu tehlikeli bir sekilde
diisebilmekte (hipoglisemi) ki bu proses tedavi boyunca kétiilestirilebilmektedir ¢iinkii tedavi

sirasinda kullanilan Kinin, insiilin salgilanmasin1 uyarmaktadir (Knell, 1991).

1.3.2.2 Protein Sentezi

Protein sentezi igin gerekli amino asitler yaygin olarak sindirilmis hemoglobinden
gelmektedir. Sindirilen her hemoglobin molekiilii 4 molekiil demir igeren kirmizi pigment

olan hem agiga ¢ikarmaktadir. Bunlar besin vakuollerinde birikir, oksitlenmis kahverengi
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ferrik hem veya hematin haline gelmekte ve malarial pigment olarak ¢okelmekte ya da
kristallesmektedir (Knell, 1991).

Enerji elde edilmesi
Plasmodium glikozn valat olarak

lullanarak ghkolitik yol le ATP ve ..
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laktat olusturur
. . ; Laktat
Protein metabolizmas:
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Bu folik asit bashea kullanum Adenozin
DNA sentez1 srasmda urasillerin

metillenip timmleri olusturma amaghdu.

Sekil 1.5 Plasmodium 'daki bilinen temel metabolik yollarin bir plani (Knell,1991).

1.3.2.3 Lipidler

Lipid sentezi 6zellikle parazitin ¢esitli membran sistemlerinin iiretimi i¢in dnemlidir. Agik

olmamakla birlikte parazitin bazi lipid bilesenlerini sentezlemekte ve digerlerini konak
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hiicreden aldig1 bilinmektedir. Gliserol, trigliserit ve fosfolipidlerin temel bileseni
sentezleyebilmekte ve lipid onciillerini fosforilleyebilmektedir. Konak hiicreden yag asitleri,

kolesterol ve muhtemelen etanolamin ile kolini karsilamaktadir (Knell, 1991).

1.3.2.4 Folik asit

Folik asit DNA sentezi siiresince urasilin timin haline metilasyonunu da kapsayan bir seri
onemli reaksiyon i¢in gerekli olan bir kofaktordiir. Cogu organizmada her kullanimdan sonra
tekrar aktiflesmeyi gerektiren karmasik bir metabolik dongiisii vardir. Plasmodium plazma ve
eritrositte bol miktarda kaynak olmasina ragmen kendi folik asitlerini sentezleyebilmektedir.
Gerekli olan 6nciil madde para-aminobenzoik asittir (PABA). Siilfonamid antimikrobiyal
ilaclar PABA metabolizmasina engel olur ve bazi antimalaryal aktiviteleri vardir (Knell,

1991).

Dihidrofolat rediiktaz folik asit aktivasyonu igin gerekli olan bir enzimdir. ki yararh
antimalaryal ilag olan proguanil ve pirimetamin tarafindan inhibe edilmektedir. insan
enzimine es deger olan sadece yiiksek ilag konsantrasyonlarinda inhibe edilmektedir (Knell,
1991).

1.4 Sitmanin Tedavisinde Kulanilan Antimalarial Ilaclar

Diinyada genelinde kullanilanilan antimalarial ila¢larin yetersizligi ve parazitin bu ilaglara
kars1 diren¢ kazanmasindan dolay1 yeni antimalarial ila¢ tasarim g¢alismalar1 zorunlu hale
gelmistir. Glinlimiizde sitmadan kaynakli 6liim vakalarindaki fazlalik, bizi yeni antimalarial
ilaglarin  gelistirilmesine, parazitin metabolik yolunun ve biyokimyasinin arastirilip

hedeflenen amaga gore ilag gelistirilmesine yoneltmistir (Akdur, 2004).

Parazit ile savas swrasinda antiparazitik ilaglar kullanilmaktadir. Fakat bazi zamanlar bunun
yeterli olmadig1r goriilmiistiir. Var olan ilaclar parazitin tiiriine ve yasam evresine gore
farkliliklar gostermektedir. Tiim parazit tiirlerine veya parazitin tiim evrelerinde etkili olabilen

bir ila¢ heniiz kesfedilmedistir (Akdur, 2004).

Parazit ile savas i¢in kullanilan bir ilagtan ideal olarak, eritrositler ve kan serumu i¢indeki
sizontlar1 yok etmesi, kisiye veya dokulara toksik etki yapmamasi, preeritrositer,
ekzoeritrositer sizontlar1 dldiirerek profilaktik etki yapmasi, kandaki gametositleri 6ldiirmesi

veya sivrisinekteki doneminin durdurulmasi gerekmektedir (Akdur, 2004).
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Sitma genom projesinin yeni ilaglarin gelistirilmesine yardimec1 olacagr ve ilerleyen
zamanlarda yeni hedefleri gostermeye baslayacagi umutla beklenmektedir (Olliaro ve

Yuthavong, 1999).

Sitma tedavisi konagin saglik durumu (gebelik, kalp Kkrizi vb.), enfeksiyon tipi, enfeksiyonun
siddeti ve konagin durumu (yas, kilo, ¢evresel faktorler vb) gibi bazi faktorlere baglhidir. Doku
sizontositleri, sitma parazitinin karaciger evresinde veya karacigerden kana gacisindeki
evrede etken bir ilactir. Sizontositler sitma parazitinin kan hiicrelerinde ¢ogaldig1 veya
cogaldiktan sonraki asama olan aseksiiel evrede etken bir ilactir. Gametositositler,
mikrogametosit ve makrogametosit evrede etken bir ilactir. Sporozoitler, sivrisinekte
meydana gelen ookist’lerin olusumunu engellemektedir. Sitma tedavisinde kullanilan ilaglar
sitma parazitinin farkli evrelerini hedeflemektedirler. Sitma ilaglarinin dért amaci vardir.
Bunlar; korunmak i¢in gelistirilmis olanlar, sitmanin ataklarmi engellemek i¢in gelistirilmis
olanlar, siiphe altindaki bireylerin tedavisi i¢in gelistirilmis olanlar ve son olarak bulagma

olasihigini engellemek i¢in gelistirilmis olanlardir (Akdur, 2004).

1.4.1 Kinin

Giliney Amerika’ya 0zgii ¢inkona agacinin kabugundan elde edilen bir ¢inkona, kinakina
alkoloidlerinden biri olan antimalarial ajandir. Kinakina agacindan ilk olarak elde edilmis ve

gegmiste sitmaya karsi1 kullanilan tek ilag olmustur (Akdur, 2004).

Kinin tiim parazit tiirleri izerinde kan-sizontlar1 evresine etki etmektedir. Bu nedenden dolay1
etken bir sizontosittir. Fakat kandaki kalim siiresi ¢ok kisa oldugu i¢in koruma amagl

kullanilmamaktadir Klinik atak tedavisinde kullanilmaktadir (Akdur, 2004).

1.4.2 Klorokin

Klorokin = 4-Aminoquolinler smifinin en bilinen ve kullanilan tiriidiir. 1934’de
sentezlenmistir. Sitma tedavisi igin kullanilan diger tiirler amodiakin, amopirakin ve
siklokin’dir (Akdur, 2004). Klorokin, kinin gibi tiim sitma tiirlerinde etken olan sizontosittir.
Ayrica, falciparum disindaki tiirlerin gametositlerini de etkilemektedir. Fakat sizontosit ve
sporontosit etkisi yoktur. Toksititesi ve normal miktarlarda yan etkisi de disiiktir. Mide ve
bagirsakta emilmekte, dokularda depolanmaktadir. Yavas salinmaktadir (Akdur, 2004). Yarim

ylizyil once P. falciparum malaryasi Giineydogu Asya ve Giiney Amerikada klorokine karsi
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direng gelistirmis ve ilaca direngli sitma biiylik bir sorun teskil etmistir (Wongsrichanalai vd.,
2002).

1.4.3 Amodiakin

Kullanim sekli ve miktar1 disinda klorokine benzemektedir. Kullanim miktar1 olarak daha
avantajlidir. Bu nedenden dolay1 klorokine rezistans kazanmig P. falciparum olgularinda akla
gelen ilactir. Klorokine gore toksititesi yiiksek oldugundan tercih edilmemektedir (Ozcel,

2007).

1.4.4 Primakin

8-Aminoquolinler grubuna dahil olup ilk bulunan yapay ilaglardandir. Tiim tiirler igin

gametositosittir ve P. ovela ve P. vivax i¢in doku sizontositidir (Akdur, 2004).

1.45 Meflokin

Ik defa Amerikan askerlerini P. falciparum’a karsi korumak amaciyla Vietnam savasi
sirasinda, gelistirilmistir. Coklu ilag direnci P. falciparum ve P. vivax sitmasinin tedavisi ve
kemoprofilaksisinde kullanilan yeni bir ilagtir. Genellikle ¢oklu ila¢ direnci bulunan P.
falciparum’a kars1 kullanilmaktadir. Ayrica klorokin direnci bulunan P. berghei’ye karsi da
etkilidir. Yapica kinine benzemektedir. Baslangigta yeterince test edilmedigi i¢in, kullanim1

yalnizca ¢oklu ilag direnci olan falciparum olgulari ile sinirli tutulmustur (Akdur, 2004).

1.4.6 Proguanil ve Chlorproguanil

Diinyada proguanil olarak bilinen bu ila¢ aslinda chloroguanide biguanide tiirevidir.
Falciparum tiirtinde etkili bir doku sizontositdir. Fakat diger tiirler tizerinde bir etkisi yoktur.
Falciparumma gore onemli bir ilagtir. Etkisi yavas oldugundan higbir zaman yalniz
kullanilmamaktadir. Gametosidal etkisi zayiftir. Sivrisinekteki sporogoniyi bloke eder ve bu

ozelliginden dolay1 bulagsmay1 kesmek i¢in de kullanilmaktadir (Akdur, 2004).

1.4.7 Antifolat Kombine flaclar

Antifolatlar yani dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri ile siilfa ilaglarmin konbinasyonudur. Bu
ilaglarm her biri ayr1 ayr1 kullanilabilir. Fakat bunlara sitma paraziti hizli direng gelistirdigi

i¢in birlikte kullanilmaktadir (Akdur, 2004).
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1.4.8 Primethamine

Bir aminopyrimidinden tiiretilmis olup primethamine, folik asit antagonistidir. Agizdan
emilim olup yar1 dmrii 4-6 giindiir. Tiim tiirler arasinda aseksiiel kan formuna etkili olan

sizontosittir (Akdur, 2004).

1.4.9 Primetamin/Silfadoksin

Primetamin ve siilfadoksin komplikasyonsuz ve P. falciparum sizontlarindaki folat sentezini
engelleme yoniinde sinerjik etkiye sahiptir. Karaciger, bobrek, alerjik ve G-6-FD yetersizligi
olan hastalarda dikkatli kullamilmalidir. Karaciger ve eritrosit sizont formlar1 lizerinde

etkilidir (Akdur, 2004).

1.4.10 Sitma As1 Calismalar

Diinya genelinde her yil 300-500 milyon kisi sitmaya yakalanmakta ve bunlarm bir milyonu
hayatim1 kaybetmektedir. Sitmaya yakalanan vakalarin cogunun bes yas alt1 cocuklar oldugu
ve bu saymim gin gectikce arttigi bilinmektedir. Simdiye kadar arastirmalarla bulunan
antimalarial ilaglar ile sitma paraziti kontrol altina alinamamuistir. Bunun sonucunda 6zellikle
sitmanin fazla oldugu Afrika iilkelerinde kontrol altina almabilmesi i¢in diinya genelinde as1

caligmalar1 6nem kazanmistir (WHO, 2002).

1967 yilinda radyasyona tabi tutulmus P. berghei sporozoitleri ile farelerden elde ettikleri
smirlt koruma ile as1 ¢alismalar1 baglamistir (Nussenzweig vd., 1967). Daha sonraki yillarda
Hoffman ve digerleri tarafindan yapilan as1 ¢alismalarinda P. falciparium sporozoitleri anofel
viicudunda iken gamma 1sinina tabi tutularak, goniillii insanlar uzerinde kullanilmis ve 9 ay

kadar bir koruma elde edilmistir (Hoffman vd., 2002).

Modern bilimde bulunan en biiyiik engellerden biri etkin bir sitma agismin gelisimidir. Gegen
on yil siirecinde tasarim, yapim ve sitma asisi testine gegiste sayisiz avantaj olmasina karsi

bir¢ok soru hala yanitsiz kalmistir (Chattopadhyay vd., 2009).

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak, sporozoitlerin yiizeyinde bulunan proteinlerin
Escherichia coli ve vektor olarak kullanilan viriislerin iiretilmesinden sonra saflastirilarak
kullaniminda 8 adet sporozoit ylizey proteini denenmis ve smirli sayida korunma elde

edilmistir (Ballou vd., 1987). Sonug¢ olarak sporozoit yiizey proteinleri (CS), rekombinant
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DNA as1 ¢alismalart maymunlar {izerinde denenmis ve olumlu sonuglar alinmigtir (Wang vd.,

1998).

1.5 Laktat dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi bitki ve hayvanlar dahil olmak iizere tiim organizmalarda
faaliyet gostermektedir. LDH, anaerobik glikolizin son enzimi olup piriivatin laktata
dontistimiinii kataliz etmektedir (Sekil 1.6 ). LDH, ozellikle kalp kasi, eritrositler, bobrek,
iskelet kasi, karaciger ve akcigerde yaygin olarak bulunmaktadir (Turgut, 1998).

Lactate Dehv drogcenase

e o o, O
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pwrasw ate lactate

Sekil 1.6 Pirlivatin laktata doniistimii

Normal sartlar altinda hiicrelerimiz, bol miktarda oksijen almakta ve enerji i¢in gerekli seker,
cabuk ve etkili bir sekilde yikilmaktadir. Bununla birlikte asir1 efor sarf edecegimiz
faliyetlerde bulunuldugunda hiicre i¢in gerekli olan oksijen yoktur. Bu durumda hiicrelerimiz
birincil enerji kaynagi olarak glikolizi kullanmaktadir. Glikolize gore, glikoz hidrojenini
NAD" vererek NADH formuna doniismektedir. Normalde bu hidrojen atomlar1 daha sonra su
olusturmak i¢in oksijenle birlesir eger oksijen yoksa ortamda NADH birikir ve ATP
olusturmak igin glikolizi devam ettirecek NAD" bulunmamaktadir. Bu olay sonucu LDH
devreye girmektedir. Piriivat NADH’a baglanmakta bunun sonucu laktik asit ve NAD"
olusmaktadir. NAD" glikoliz déngiisii icin serbert kalmaktadir. Bununla beraber bir dakika
icerisinde laktik asit birikmekte, boylece viicut aktivitesini durdurmaktadir. Biriken laktik asit

piirivata doniistiiriilmektedir [2] (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Glikoliz dongiisii (Y1lmaz, 1996 )

Hiicrelerimiz iki biiyiik tip LDH’a sahiptir. Bunlar M formu ve H formudur ( ayni1 zamanda
3. form olan X form sperm hiicrelerinde bulunur). Bunlar boyut ve sekil agisindan ¢ok
benzerdir fakat katalitik 6zellikleri bakimidan farklidirlar. Biitiin iskelet kaslarindaki form
olan M formu piirivat: laktata en iyi doniistiiren formdur. Eger kas anaerobik egzersizi
gerceklestirirse M formu hazir tutulur. buna karsilik ters reaksiyonda H form daha iyidir. Yani
laktat1 plirivata ¢evirmektedir. Oksijen i¢in devamli bir kaynak sahibi olan kalpteki ana
formdur ve aerobik enerji kaynagi olarak laktati kolayca kullanabilmektedir. Bu iki tip yapisal
olarak oldukca benzerdir ve her iki tipin karisimi halinde kopleks olusturmaktadirlar. Ornegin
2H zinciri ve 2M zinciri ile birlesmektedir. Boylece farkli hiicreler mevcut ihtiyaclarina
uygun olan LDH’a g¢evirilmektedirler [2]. LDH, M(A) ve H(B) alt {initelerinin
kombinasyonuyla tetromerik bir formda bulunmaktadir. LDH izoenzimlerinin kantitatif
yayilimi farkli ve karakteristiktir. Bu yiizden LDH aktiviteleri ve izoenzim modelleri

laboratuvar teshiglerinde kullanilmaktadir (Maekawa, 2001)

Farkl: tiirlerdeki LDH’lar, piruvatin laktata doniigiimiinii katalizleyerek, anaerobik glikolizde

onemli bir kontrol noktasi olusturmaktadir. Bu enzim, son zamanlarda sitma ve kanser gibi
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cok farkl hastaliklara karsi gegerli terapotik bir hedef olusturdugu icin dikkat ¢ekmistir.
Glinlimiizde sitma parazitinin var olan antimalarial ilaglara diren¢ kazanmasindan dolay1 yeni
¢ozlimler aranmaktadir. Sitma parazitinin metabolik yolunda kullandig1 enzimlerden biri olan
LDH enzimine dayandirilmis ilag tasarim ¢alismalari ilk hedeflerden biridir. Plasmodium’un
glikolitik enzimleri hem yeni antimalarial ilaglar i¢in hedef molekiil olarak hem de hastaligin
teshisinde kandaki parazit diizeyini gosteren birer indikator olarak tanimlanmistir. Sitma
parazitine karsi ilag gelistirirken konaga kars1 toksik olmamasi ve bu amagla konak ile parazit

arasinda ayirt edici farkliliklarin bulunmasi1 gerekmektedir (Turgut, 1998).

Laktat dehidrogenaz glikolitik bir enzim olup, yeni antimalarial ilag ¢aligmalar1 i¢in hedef
secilmistir. Sitma parazitinin yasam donglisii ele alinarak parazit LDH’1n1 engelleyen fakat

konagin LDH’1 etkilemeyen ilag ¢aligsmalar1 yapilmaktadir (Turgut, 1998).

Ozellikle sitma parazitlerin enerji iiretiminde anahtar enzimdir. Ciinkii Plasmodium’lar ATP
fermentasyonu igin sitrik asit ¢gemberine sahip degillerdir. Bu yiizden PfLDH inhibitorleri

potansiyel olarak plasmodium faciparum i¢in 6liimciildiir (Granchi vd., 2010).

1.6 Plasmodium faciparum Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Sitma’ya sebep olan protozoa parazitlerinin infeksiyon siklusu boyunca enerjisinin ¢ogunu
glikolizden sagladig: diisiiniilmektedir. Bu nedenle arastirmacilar parazitin LDH aktivitesini

durduran ilaglar tizerinde ¢calismaya baslamiglardir [2].

Plasmodium’un glikoliz metabolizmasinda gorevli enzimlerinden biri olan LDH proteini, yeni
antimalarial ilaglarin tasarlanmasi icin hedef molekiil olarak secilmis hastaligin seyri
sirasindaki degisiminden dolay1 belirleyici olarak tanimlanmistir ve bu bilgiler 1s18inda
PfLDH enzimini kodlayan gen klonlanmis (Turgut-Balik ve Holbrook, 2001a), proteinin
ifadesi yapilarak saflastirilmis (Turgut-Balik vd., 2004) ve 3 boyutlu yapisi tespit edilmistir
(Dunnvd., 1996).

Laktat dehidrogenaz enzimi insanda sitmaya neden olan parazitlerin karbohidrat
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Parazit, bu enzim sayesinde glikolizin son
iriinii olan piriivik asidi doniigiimlii bir reaksiyonla laktik aside ¢evirmektedir. Dolayisiyla bu
enzimin inhibisyonu parazitin yasammin sonlandirilmasini saglayacaktir (Royer vd., 1986).

Ancak aym enzim hem insanda hem de parazitte bulundugu i¢in insan LDH’min
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etkilenmeden kalmasi biliylik 6nem arz etmektedir. Bu amagla PfLDH’mn elektroforetik,
kinetik ve yapisal olarak insan LDH’mdan farkli oldugu gosterilmistir (Bzik vd., 1993;
Makler ve Hinrichs, 1993; Royer vd., 1986; Turgut-Balik ve Holbrook, 2001a; Deck
vd.,1991, Dunn vd., 1996).

Sitma parazitindeki LDH (PfLDH), NADH kofaktoriin pozisyonunda, bu enzimdeki farkli
biyokimysal nitelikleri aciklayan bir degisiklik ortaya koymaktadir. Ayrica, hedef inhibitor
modeli icin, NADH baglanma noktasina bitisik belirgin bir ylizey yarigi vardir. Sitma
parazitinin, bilinen ila¢ tedavisine gosterdigi direng, yeni antimalaryal c¢aligmalarmin
sebebidir. Sitma parazitindeki L-LDH formu, oksijensiz yasam kosulu igin gereklidir ve
enzimi engelleyen bilesenler ayn1 zamanda sitma parazitini 6ldiirmektedir (Kell, 1991; Royer
vd., 1986; Vander vd., 1981). PILDH’in yapisinda anti-malarya modelleri i¢in rasyonel bir
hedef saglayan aktif bolgeye bitisik, belirgin bir yarik gézlemlenmektedir. Bu bilesik yap1
(enzim, NADH + oksidasyon) kofaktor, biyokimyasal tiirevi ve biyokimyasal 6zgiinlik
dongiisiiniin kapali yapisini ortaya koymaktadir. PFLDH, daha once LDH yapilar1 (Dunn,
1991; White, 1976; Wigley, 1992) i¢in tanimlanmis Rossmann kivrimli topolojik yapiya
sahiptir.

PfLDH yapisi, bu organizmada ilk detaylandirilan enzimdir ve yeni anti-malaryal ¢alismalar1
icin Onciiliik etmektedir. PfLDH’nin belirgin 6zelligi genislemis biyokimyasal 6zgilinliik
dongiisii ile beraber fark edilir yarigin oldugudur. Bu yarik tabant NADH baglanma
noktasida nikotinamid bitimi ve yarigin kenarlarini olusturan Thrip1, LYS102, ASP10sa V€ ASN241
rezidiilari ile meydana gelmistir. Bu yarik ~ 10 A uzunlugunda, SA genisliginde ve 8A
derinligindedir. Bu yapt memeli LDH’indan farklilik gostermektedir. Parazitin LDH
izoformlarina kars1 gelistirilecek inhibitorler biiyiik bir terapdtik degere erismistir. Aslinda
PfLDH’in malarial parazitlerin hayatta kalmasi i¢in anahtar bir enzim oldugu anlasilmistir.
Sonu¢ olarak bu enzimi hedefleme amaci ile bazi organik mollekiiller tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bunlardan bazilar1 gosipol ve tiirevleri, naftoik asit ve azol bazli bilesiklerdir
(Granchi, vd., 2010).

Bu bilesenler PFLDH’de gozlemlenen yariga bitisik proteinin priivat/nikotinamid-riboz yakin
baglandig1 bolge olarak tanimlanmistir. Kivrilma, yapidaki PfLDH yarig1 bu noktada yer
almaktadir. Bu durum, yarigin rasyonel anti-malaryal modellerinde segicilik saglamak igin
potansiyel kullanimini1 vurgulamaktadir (Sekil 1.8) (Makler ve Hinrichs, 1993; Deck, 1991).
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Sekil 1.8 PfLDH ve memeli LDH’inda substrat baglanma bolgesi ve substrat spesifik halkaya
bitigik yarigin varliginin gosterilmesi. a. PFLDH’m 108. ve 109. amino asitleri arasindaki
ilave 5 amino asidin olusturdugu yarik. b. Ayni pozisyonda ilave 5 amino asidin olusturdugu
yarigm memeli LDH inda yoklugunun gésterimi (Dunn vd., 1996).

Heterosiklik azol bazli birlesiklerin insan LDH enziminin inhibisyonu i¢in gerekli olandan
100 kat daha diisiik mikromolar konsantrasyonlarda PfLDH’1 inhibe ettigi belirlenmistir.
NAD" kofaktoriiniin nikotinamid halkasindan yan yana kiimelenen enzimin aktif blgesindeki
amino asitler ile bir etkilesim ag1 olusturdugunu gostermektedir. Bu bilesikler
antimalaryallare karsi direngli olduklar1 bilinen parazit suslarini igeren eritrositlere ve
BALB/C farelerindeki Plasmodium berghei’ye karsi az miktarda aktivite gostermektedir.
Baslangig toksisite verileri azol tiirevlerinin genel olarak diisiik miktarda sitotoksisiteye sahip
oldugunu, 6ncelikli farmakokinetik veriler ise daha avantajli olan biyouyumlulugu ve dolagim
siirelerini gostermektedir. Bu {imit verici sonuglar ileride bu yapilarin gelistirilmesinin
malaryanin tedavisinde yeni bir ila¢ olarak degerlendirilmeye uygun adaylarin ortaya

¢ikmasini saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Cameron, 2004).

Bu tez calismasinin amaci Plasmodium falciparum’un laktat dehidrogenaz enziminin, C-
terminaline His-tag ilave ederek kolay bir sekilde saflastirilmasini saglamak ve saflastirilan
proteini enzim inhibitorii tespit etme ¢alismalarmda kullanima hazir hale getirmektir. Bu
amacla, Plasmodium falciparum’un laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen, 3’ucuna 6
histidin amino asidi ilave edilerek ¢ogaltilmis ve pKK223-3 vektoriine aktarilarak genin E.
coli’de ifadesi yapilmigtir.Yabanil tip PfLDH ve his-tag eklenmis PfLDH’in total protein

ifadesi ve immunolojik analizleri yapilmistr.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Kimyasal Maddeler, Enzimler ve Kitler

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan Pfu DNA Polimeraz enzimi ve tampon ¢6zelti,
Polimeraz zincir reaksiyonu taramasinda kullanilan Pfu DNA polimeraz enzimi ve tampon
¢ozeltisi; DNA’nm kesilmesi i¢in kullanilan EcoRI ve Pstl restriksiyon enzimleri ve tampon
cozeltileri, ligasyon i¢in kullanilan T4 DNA Ligaz enzimi ve tampon ¢dzeltisi Promega’dan
(USA) temin edilmistir. Plazmid DNA izolasyonunda kullanilan “QIAprep Spin Miniprep
Kit”, PCR fiiriinlerinin jelde yiiriitiildiikten sonra saflastirilmasinda kullanilan “QIAquick Gel
Extraction Kit” QIAGEN (Almanya)’den, “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System”
Promega (USA)’dan temin edilmistir. Agaroz jel elektroforezi sirasinda DNA bantlarinin
molekiil agirliklar1 ve konsantrasyonunun tayininde kullanilan “100bp G2101 DNA ladder”
Promega’dan (USA) ve “Mass Rular DNA Ladder, High Range” Fermentas’tan (Lithuania);
“Lambda DNA Hind III Digest”, Amersham Pharmacia Biotech’den (USA); sodyum dodesil
stilfat poliakrilamid jel elektroforezi swrasinda protein bantlarinin molekiil agirliklarinin
belirlenmesinde kullanilan “Protein Molecular Weight Marker- SM0431” Fermentas’tan
(Lithuania) temin edilmistir. Ifadesi yapilan proteinin saflastirilmasi i¢in kullanilan Ni-NTA
Agaroz, QIAGEN (Almanya)’den saglanmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan diger biitiin
kimyasallar BDH, Sigma, Bio-Rad, Roche ve Merck’ten saglanmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonlarinda ve DNA dizi analizinde kullanilan primerler Iontek (Tirkiye) tarafindan
sentezlenmistir. Gen klonlama sonras1t DNA dizi analizi, lontek firmasina yaptirilmistir. Aksi

belirtilmedigi taktirde Materyal ve Metod boliimii Sambrook vd., (2001)’e gore yapilmustir.

2.1.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

* Sonikator- Blandelin

* Sogutmal1 Santrifiij- Sigma

* Mikrosantrifiij- Sigma

« Uv -Visible Spectrophotometre- Thermo

* Otoklav- Systec
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« Calkalamali Inkiibator- GFL

« Etiiv- Binder

* Vorteks- Heidolph

* Hassas Terazi- Ohaus

* Saf Su Cihazi- GFL

» Jel Goriintiileme sistemi- Biorad

* Termal Dondiiriicii- Eppendorf

* pH Metre- Eutech

* Su Banyosu- Kerman

» Manyetik Karistirici- Heidolph

* Dikey Elektroforez Sistemi- Biorad
* Yatay Elektroforez Sistemi- Biorad

2.1.3 Echerichia coli Soyu

JM105 : { supE endA sbcB15 hsdr4 rpsL thi A (lac-proAB) F’ [traD36 proAB+ laclq lacZ
AM15] }

2.1.4 Klonlama Vektorii
pKK223-3: Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Sweden (Sekil 2.1)

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

Hinc 11 (3785)*
Pvul(3613)

Sph | (443)
Sal 1(532)*

Acc I*
Hinc I

pKK223-3
4584 bp

PBR322

Pvu Il (1945)
* Ozgan deiil Acc | (2125)" on

Sekil 2.1 pKK223-3 klonlama vektor haritas1 (Pharmacia LKB Biotechnology AB, Sweden)
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2.1.5 Bakteriyolojik Gelisim I¢in Besiyerleri ve Soliisyonlar

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Buyyon

Maya Ekstrakt 10 g/l
Tripton 16 g/l
NaCl 59/

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Agar
Maya Ekstrakti 10 g/l

Tripton 16 g/l
NaCl 549/l
Agar 15 g/l
Amfisilin

dH,0 ile 100 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir, 0,2 um gapl filtre ile sterilize edilir. -20 °C’de

saklanir.

Isopropyl-p-D-thiogaltopyranoside (IPTG)
dH.0 ile 20 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir, 0,2 pm gapli filtre ile sterilize edilir. -20 °C’de

saklanir.
2.1.6 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

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

Trizma Base 242 g/l

Asetik Asit 57,1 ml/l

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

dH,0 ile 1x TAE’ye seyreltilerek ¢alisma soliisyonu hazirlanir.

Agaroz Jel i¢in Ornek Uygulama Tamponu (SAB, Sample Application Buffer)

Siikroz 4 g/10 ml
2 M Tris HCI 0,5 mil/10 mi
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0,5 MEDTA 2 mi/10 ml
Bromfenol mavisi 4 mg/10 ml

Kristal Viyole (CV) Soliisyonu

dH20 ile 5 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir. Karanlik bir ortamda muhafaza edilir.

Kristal Viyole Jel I¢in Ornek Uygulama Tamponu (CV-SAB)

Gliserol 500 pl/ml
IXTAE 500 pl/ml
Kristal viyole (stok 5 mg/ml) 10 pul/ml

Karanlik bir ortamda muhafaza edilir.

CaCl; Soliisyonu

100 mM CacCl,.6H,0 21,9 g/l
5mM MgC|26H20 1,02 g/l
5 mM Tris HCI (pH:7.6) 5 ml/l (1 M pH:7.6 olan stok Tris HCI ¢6zeltisinden)

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

SDS-PAGE I¢in Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB)

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

5x Tank Tamponu

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

dH20 ile 1x’e seyreltilerek ¢aliyma soliisyonu hazirlanir ve 5 defa ayn1 tampon kullanilabilir.



25

% 30 Akrilamid/Bis Calisma 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) Soliisyon
% 5 Metanol

% 7 Asetik Asit
Boya uzaklastirici soliisyon kullanildiktan sonra aktif komiir tozu ilave edilerek Coomassie

Brillant Mavisi ¢okeltilir. Soliisyon filtre kagidindan siiziilerek tekrar kullanilabilir.

Transfer Tamponu

39 mM Gilisin 2,93 g/l
48 mM Trizma Base 5,81 g/l
1,3 mM SDS 0,375 g/l

% 20 Metanol 200 ml/I

0,5 M KH,PO4/Na;HPO, (pH: 7.5) Tampon Cozeltisi
0,5 M Na,HPO, (pH: 7.5)

0,5 M KH2POy, ile pH ayarlanir.
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Hiicre Lizisi ve Kolon Yikama Tamponu

% 10 0,5 M KHQPO4/N&2HPO4 (pH 75)
% 10 Gliserol
300 mM NacCl

20 mM Imidazol

Protein Eliisyon Tamponu

% 10 0,5 M KH,PO,Na;HPO, (pH: 7.5)
% 10 Gliserol
300 mM NacCl

250 mM Imidazol

Kinetik Olgiim I¢in Piriivat Calisma Soliisyonu
2,916 M pirtivat eH,O’da (elgastat H,O) ¢oziiliir. 1/3 oraninda diliisyon serileri (972 uM, 324
uM, 108 uM, 36 uM, 12 uM, 4 uM) hazirlanir. Kinetik 6l¢lim i¢in taze hazirlanmis piriivat

diliisyon serisi kullanilir.

Kinetik Ol¢iim I¢in Stok NADH Soliisyonu

200 mM NADH eH,;0O’da (elgastat H,O) ¢oziiliir. -80 °C’de saklanir. Kullanilmadan 6nce
1/10 oraninda seyreltilerek 20 mM konsantrasyonda NADH soliisyonu hazirlanir.

Kinetik Ol¢iim Tamponu

50 mM Trizma Base
50 mM KCI
pH: 7.5

Taze Millipore saf su ile hazirlanir.
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2.1.7 Primerler

Plasmodium falciparum’un LDH enzimini kodlayan genin expresyonu ile proteinin
saflastirilmast ve analizinin yapilmasi igin iontek firmasina sentezlenmis olan asagidaki

primerler kullanilmistir.
LDH enzimini ifade eden genin 5’ ucuna komplementer olan

Pf3 (5 CCG GAATTC ATG GCA CCA AAAGCAAAAATCGTT TTAGTT GGC 3) ile,

3’ ucuna komplementer olan ve 6 adet histidin amino asidine sahip olan

PfHis-tag (5' TTT TCT GCA GTT AGT GAT GGT GAT GGT GAT GTT AAG CTA 3))

primerleri kullanilmistir.

2.2 Metod

2.2.1 Plazmid DNA izolasyonu

PfLDH genini his-tag eklenmemis hali ile igeren pKK223-3 plazmid DNA vektoriinii iceren
E. coli bakteri soylar1 -80 °C’ deki stok kiiltiiriinden 100 pg/ml amfisilin igeren ¢ift kuvvetli
2XYT agar besiyerine siirme ekim yapilir ve 37 °C’de bir gece inkiibe edilerek gelistirilir.
Se¢ilen kolonilerden bir tanesi steril bir kiirdan yardimiyla alinarak 100 ug/ml amfisilin igeren
5 ml 2xYT buyyona aktarilir, bir gece 37 °C ve 120 rpm’de ¢alkalamali etiivde inkiibe edilir.
Bir gecelik kiltiirden 1,4ml almarak 1,5ml’lik mikrosantrifiij tiipline alinir ve plazmid

DNAlar QIAprep®Miniprep, QIAGEN, kullanilarak izole edilir.

2.2.2 Proteinin C Terminaline Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile His-tag Eklenmesi

Gen tirtinii proteinler Ni-NTA agaroz ile saflastirilacagindan dolayr LDH enzimini ifade eden
genin 5 ucuna komplementer olan Pf3 (5 CCG GAA TTC ATG GCA CCA AAA GCA
AAA ATC GTT TTA GTT GGC 3") ile, 3’ ucuna komplementer olan ve 6 adet histidin amino
asidine sahip olan PfHis-tag (5' TTT TCT GCA GTT AGT GAT GGT GAT GGT GAT GTT
AAG CTA 3") primerleri kullanilmistir. PCR sartlar1 Cizelge 2.1°deki gibidir.
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Cizelge 2.1 Pfu DNA polimeraz enzimi kullanilarak gergeklestirilen PCR.

Bilesenler Miktar

10x Pfu Tamponu 5 pl (enzim ile beraber verilmistir)

dNTP’ler 5 pl (stok; her biri 10 mM olan dNTP’lerden 10’ar
pl ve 10 ul H20)

5'primeri (Pf3) 2.5 ul (stok; 20 pmol/ul)

3 primeri(PfHis-tag) | 2.5 pl (stok; 20 pmol/pl)

Kalip DNA 1l

Pfit DNA polimeraz | 1 ul (2.5 iinite)

dH20 33 ul (son hacim 50 ul olacak sekilde)

Amplifikasyon, 95°C’de 5 dakika 6n denaturasyun yapilarak, daha sonra Pfit DNA Polimeraz
enzimi eklenerek 95°C’de 1.5 dakika, 55°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 25 dongii
olarak gergeklestirilmistir. Amplifikasyon sonunda hedef gen, 3’-ucuna 6 adet histidin amino
asiti (His-tag) eklenmis olarak ¢ogaltilmistir. Tezin bu asamasindan itibaren 3’-ucuna His-tag

eklenmis olan gen ve daha sonra protein PFLDH olarak adlandirilacaktir.

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

2.2.3.1 Etidyum Bromiir ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Etidyum Bromiir jel hazirlamak i¢in, % 1 agaroz iceren 1x TAE tampon ¢ozeltisi kaynatilir.
Oda sicakliginda 55-65°C’ye kadar sogutulur. Bu arada jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir.
Hazirlanan jel igerisine etidyum bromiir eklenir (30 ml % 1°lik agaroz jel i¢in 1,5 pl etidyum
bromiir). Jel tepsiye dokiiliir, taraklar yerlestirilir, kaynatmadan kaynakli baloncullar jelden
arindirilir ve katilagmasi beklenir. Katilastiktan sonra tarak cikartilir. Konsantrasyon tayininde
7 wul Steril dH,O + 2 pl SAB +1 pl DNA 6rnegi kullanilir. Elektroforez, 40-60 mA’de
bromofenol mavisi yaklasik olarak jelin 2/3’line ulasincaya kadar siirdiiriiliir. Jel ortaminda
DNA’lar molekiiler agirliklarma bagli olarak bir ayirima tabi tutulurlar. Elektroforez sonrasi
DNA bantlar1 254-312 nm dalga boyunda UV (ultraviyole) transilluminatdriinde gdriintiilenir
ve konsantrasyon tayini gergeklestirilir (Sambrook vd., 2001, Mutlu, 2009).
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2.2.3.2 Kristal Viyole ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Kristal viyole ile boyanmis agaroz jel elektroforezi yapilarak LDH genleri PCR sonrasi
saflastirilmis ve geri kazanilmistir. Elektroforezi icin % 1 agaroz igeren 1x TAE tampon
¢ozeltisi mikrodalga firinda kaynatilir. Oda sicakliginda 55-65 °C’ye kadar sogutulur. Ayni
zamanda jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir. Jeli tepsiye dokmeden 6nce son konsantrasyon
2 pg/ml olacak sekilde kristal viyole (CV) ilave edilir. Jel tepsiye dokiiliip taraklar uygun
sekilde yerlestirilip jel kurumaya birakilir. Jel kuruduktan sonra taraklar ¢ikarilir. Jel tepsisi 2
pug/ml kristal viyole igeren 1x TAE tampon ¢0Ozeltisi bulunan elektroforez sistemine
yerlestirilir. 50 pl DNA o6rneklerine 2 ul CV-SAB tamponu ilave edilerek kuyucuklara
yerlestirilip 25-30 mA’ de elektroforez yapilir. Elektroforez, DNA bantlar1 jelin 2/3’likk
kismma gelinceye kadar yiirtitiilir. DNA bantlar1 beyaz 151k kutusunda goriintiilenir (Turgut-

Balik vd., 2005, Mutlu, 2009).

2.2.4 DNA’nmn Jelden Geri Kazanilmasi

Elektroforez sonrast DNA bantlar1 dilimler halinde jelden kesilerek 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipli igerisine birakilir ve DNA, QIAquick jel ekstraksiyon kiti (QIAGEN) kullanilarak

saflagtirilir.

2.2.5 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi (Digest)
Jelden izole edilen DNA ornekleri ve pKK223-3 DNA vektorii ECORI ve Pstl restriksiyon

endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesilmis ve yapiskan uclar elde edilmistir. Reaksiyon

sartlar1 (Cizelge 2.2) gibidir.
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Cizelge 2.2 Digest reaksiyonlar1 ve bilesenleri

Mutant LDH’lar pKK223-3 vektorii
DNA 30 ul 30 ul
10x Tampon H (enzim ile beraber verilmistir) 4 ul 4 ul
EcoRI (stok 12 tinite/ul) 2ul 2ul
PstI (stok 10 iinite/pl) 2ul 2ul
Steril dH,O 2 ul 9ul
Toplam 40 pl 40 pl

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile DNA’min kesilmesi islemi 37°C’de 1,5 saatte

gergeklestirilir. Kesim sonrast drnekler kristal viyole ile boyanmis agaroz jelde kosturulur ve

DNA ornekleri QIAquick jel ekstraksiyon kiti (QIAGEN) kullanilarak jelden geri kazanilir.

2.2.6 Klonlanacak olan PfLDH Geni ile Ifade Vektoriiniin Birlestirilmesi (Ligasyon)

Jelden geri kazanilan PfLDH geni tasiyan DNA 6rnekleri ve klonlama vektorii olan pKK223—

3 DNA 1:1 oraninda birlestirilir. Reaksiyon sartlar1 Cizelge 2.3’deki gibidir.

Cizelge 2.3 Ligasyon reaksiyonlar1 ve bilesenleri.

Bilesenler 1:1 oram
10x Ligasyon Tamponu Tul
Insert (PfLDH) 100ng
Vektor (pKK223-3) 100ng
T4 DNA Ligaz (3 u/ul) lul
Steril dH,0 Xul
Toplam 10pl

Ligasyon, 6rneklerin 4°C’de bir gece bekletilmesiyle gergeklestirilir.
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2.2.7 Kalsiyum Kloriir Etkilesimi ile Kompetant E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli hiicrelerinin JM105 soyunun -80 °C’deki stok kiiltiirden alinarak 2xYT agara ekim
yapilir ve bir gece 37°C’ de inkiibe edilir. Gelisen bakteri hiicrelerinden kiirdan yardimiyla tek
koloniye dokunularak 5 ml 2xYT buyyona birakilir ve 37°C, 120 rpm’de bir gece
inkiibasyona birakilir. Bir gecelik kiiltiirden 500 pl alinarak 50 ml 2xYT buyyona aktarilir ve
37°C, 120 rpm’de OD60o'deki hiicre yogunlugu 0,3-0,4 arasinda bir degere ulasincaya kadar
inkiibe edilir. 50 ml’lik kiiltliir 2 adet Oakridge tiipiine, her birine 25 ml olmak iizere esit
oranda béliiniir. 25 ml’lik iki tiip 5000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrifiijlenerek hiicrelerin
¢6kmesi saglanir. Ustte kalan sivi faz dokiiliir (Siipernatant), altta kalan ¢okelti (pelet) iizerine
25 ml CaCl; soliisyonu ilave edilir ve hiicreler iyice ¢oziilir. 30 dakika boyunca buzda
bekletilir ve ardindan 5000 rpm’de 5 dakkika +4 °C’de santrifiij edilir. Ustte kalan siv1 kisim
dokiiliip her bir tiipteki pelet 1ml CaCl; soliisyonunda ¢6ziiliir. Tiipler 2 saat buzda bekletilir.
Bu asamadan sonra hiicreler ya hemen transformasyonda kullanilir ya da daha sonra
kullanilmak iizere sivi nitrojen igerisinde gliserol stogu hazirlanarak -80°C'de aklanir

(Sambrook, 2001).

2.2.8 Transformasyon

Ligasyonu yapilmis 6rnek ilizerine kompetenet E. coli hiicrelerinden 200 ul ilave edilir ve
karistirilir. 30 dakika buzun icerisinde bekletilir ve bu asamadan sonra 42 °C’deki su
banyosunda 90 saniye boyunca sicak sok uygulanir. Ardindan ornek tizerine 100 pl/ml
ampisilin igeren 2x YT buyyondan 300 ul ilave edilir. Ters-diiz edilerek karistirilir ve 37 °C
de 30 dakika etiivde bekletilir. Inkiibasyon sonras1 100 pl/ml ampisilin iceren 2 x YT agara
ekim yapilir ve 37 °C’deki etiivde bir gece beklemeye alinir (Sambrook, 2001).

2.2.9 PCR Taramasi

PCR Cizelge 2.1°de agiklanan sekilde gerceklestirilir. Kalip DNA olarak transformasyon
sonrasinda elde edilen koloniler kullanilarak saflagtirilmis olan rekombinant DNA plazmidi
kullanilir.  PCR  iriiniiniin  tamam1  EtBr jele yiiklenerek gen klonlamasinin
gerceklestirildiginin 6n kontrolii yapilir. PCR’dan pozitif sonu¢ alindigi takdirde PCR’1in
gerceklestirildigi plazmid DNA dizilemeye gonderilir ve stok kiiltiir hazirlanir.
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2.2.10 Dizi Analizi

Transformasyon sonrast elde edilen rekombinant DNA plazmidinin dizi analizleri lontek

(Tiirkiye) tarafindan gerceklestirilmistir.

2.2.11 Enzim Aktivitesinin Kontrolii

Transformasyon trlniiniin 2xXYT buyyon’da kiiltiirii yapildiktan sonra 2ml’si 5000rpm’de 5
dakika santrifiij edilir. Siipernatat dokiiliir ve 500ul Tris/KCI pH:7.5 tamponda ¢oziiliir.
Hiicreler buzun igerine oturtularak, sonikator (Bandelin Sonopuls, Almanya) ile gii¢ % 60°da
30 saniye araliklarla dokuz defa 10’er saniye parcalanir. Daha sonra 13000rpm’de 10 dakika
santrifiij edilir. Santrifiij edilen 6rneklerin siipernatant ve pellet ayrilir. Pellet tekrar 500ul
Tris/KC1 pH:7.5 tamponda ¢Oziilir. Siipernatantindan enzim aktivitesinin 6lglilmesi,
UNICAM UV-Visible spektrofotometre kullanilarak NADH’m NAD"a cevrilmesi ile 340
nm’deki (A A340/dakika) absorbans degisim orani takip edilerek yapilmistir. Biitiin
reaksiyonlar 50 mM KCl igeren Tris/KCI, pH:7.5 ile 25°C’de gergeklestirilmistir. Reaksiyon
icin 500 mM piriivat ve 50 mM NADH kullanilir. 1 ml’lik kiivete piriivat ve NADH
soliisyonlar1 birakilir ve en son enzim ilavesi ile reaksiyon baslatilir. Aktivite, 10 mM ve 1
mM piriivat konsantrasyonlarinda 6lgiiliir (Turgut-Balik, vd., 2001b). LDH aktivite 6l¢timleri
3 defa tekrar edilmistir.

2.2.12 PfLDH Proteinin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamaid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Analizi

SDS-PAGE yapiminda BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi

kullanilmistir. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi i¢in kullanilan jel

asagidaki gibi hazirlanmistir (Laemmli, 1970)
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Ayirma jeli (% 12)

dH0 3,35 ml
1,5 M Tris HCI (pH:8.8) 2,5 ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/ Bis 4 ml

% 10 Amonyum persiilfat 75 ul
TEMED 15l

Yiikleme jeli (% 4)

dH.0 6,1 ml
0.5 M Tris HCI (pH:6.8) 2,5 ml
%10 SDS 100 pl
%30 Akrilamid/ Bis 1,3ml
% 10 Amonyum persiilfat 60 ul
TEMED 12 pl

2.2.13 PfLDH’n ifadesi

SDS-PAGE jel hazirlanir. Siipernatant ve pellet seklinde ayrilan 6rneklere esit miktarda SDS-
PAGE SAB boyasi ilave edilerek 5 dakika kaynatilir ve jele yiiklenir. Elektroforez i¢in Ix
Tank tamponu kullanilir. Bromfenol mavisi jelin sonuna gelinceye kadar 10 mA’da yiiriitiiliir.
Elektroforez yapilmasindan sonra protein boyama soliisyonu kullanilarak jel, 37°C’de 1 saat
stireyle boyanir ve sonrasinda protein bantlar1 goriiniir hale gelinceye kadar boya uzaklastirici
(Destaining) soliisyon ile yikanir. Jeller, fotograflar1 alindiktan sonra jel kurutma sistemi ile

kurutularak saklanir (Laemmli, 1970).

2.2.14 Ni-NTA Agaroz Kullanilarak PfLDH Enziminin Saflastiriimasi

Transformasyon sonrasi 2xYT agarda kiiltiirii yapilmis ornege, otoklavlanmig bir kiirdan
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yardimi ile dolunulup 100 pg/ml ampisilin iceren 2xYT buyyon igerisinde 37 °C’de ve 180
rpm’de bir gece inkiibe edilir. 100 pg/ml ampisilin igeren 500 ml 2xYT buyyon igerisine bir
gecelik kiiltiirden 2.5 ml inokiile edilir. ODggo’deki hiicre yogunlugu 0,6’ya ulasincaya kadar
37 °C’de ve 180 rpm’de inkiibe edilir. Kiiltiir belirtilen hiicre yogunluguna ulasinca final
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilir. IPTG ile indiiklenmis kiiltiir 37 °C’de
ve 180 rpm’de bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik indiiklenmis kiiltiir 6rnekleri 5000 rpm’de
15 dakika santrifiij edilir. Siipernatant dokiiliir. Pelet, 6 ml hiicre lizisi ve kolon yikama
tamponunda ¢oziiliir. Hiicreler, sonikator (Bandelin Sonopuls, Almanya) ile giic % 60’da 30
saniye araliklarla 6 defa 10’ar saniye pargalanir. 14.000 rpm’de 1 saat 4 °C’de santrifiij edilir.
Stipernatant (CL; cell lysate) alinir ve SDS-PAGE analizi i¢in bir miktar ayrilir. Pistonu
¢ikarilmig 5 ml’lik bir siringaya bir miktar cam yiinii yerlestirilir ve u¢ kismina ilk 6nce kalin
ardindan ince iki tubing gegirilir. Bu sekilde hazirlanan kolon dik bir pozisyonda stabil bir
yiizeye sabitlenir. Kolona 4 ml Ni-NTA agaroz resin konulur. Kolon, 10 kat resin hacmi (40
ml) kadar hiicre lizisi ve kolon yikama tamponu ile yikanir. Daha sonra Siipernatant kolona
eklenir. Kolondan akan siiziintii (flow-through) fraksiyonlarindan (AS1, akan siiziintii 1; AS2,
akan siizlintii 2; AS3, akan siiziintii 3) Aktivite kontrolii i¢in alinir. Kolon, 10 kat resin hacmi
(40 ml) kadar hiicre lizisi ve kolon yikama tamponu ile yikanir. Yikama (wash) fraksiyonlari
(Y1, yikama 1; Y2, yikama 2; Y3, yikama 3) SDS-PAGE analizi igin saklanir. Yikama
sonrasi 10 defa 1’er ml protein eliisyon tamponu ile saf protein 6rnegi kolondan toplanir

(Shoemark, 2000).

2.2.15 Saflastirilmis Proteinin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamaid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ile Analizi

Saflastirilan protein 6rneklerinin SDS-PAGE ile analizinin yapilmasi i¢in Bolim 2.2.12°de

verilen sartlara uygun hazirlanip, SDS-PAGE jeline yiiklenilmis ve analiz edilmistir.

2.2.16 Saf PfLDH Proteinin SDS-PAGE ve Western Blot analizi

Blotlama oncesinde yukarida anlatildigi gibi SDS-PAGE ile proteinlerin ayrilmasi saglanir.
Immobilon-P transfer membrani jel biyiikligiinde kesilir. Filtre kagitlar ile birlikte yarim
saat transfer tamponu igerisinde bekletilir. 10 dakika Immobilon-P transfer membrani transfer
tamponunda bekletir. Western blota 6zgii kasetin kapagi agilir. Alt tarafa filtre kagidi ve onun

iizerine jel yerlestirilir. Hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek membran ve tekrar bir
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filtre kagid1 yerlestirilir. Kasetin kapag1 kapatilir ve gii¢ kaynagina baglanarak 15 V'da 15
dakika akim verilir. Blotlama sonrasit membran, PBS Tween 20'de10 dakika yikanir. % 5'lik
yagsiz siit tozu igerisinde 4°C'de bir gece bloklama yapilir. Bloklamadan sonra PBS Tween
20'de 10 dakika yikanir.3 defa % S'lik siit tozu ile 1/1,000 oraninda seyreltilmis primer
antikor ilave edilir. Oda sicakliginda 1 saat bekletilir. 10 dakika 3 defa PBS Tween 20 ile
yikama iglemi 3 defa tekrar edilir. Yikama sonrasinda 60 mg 3,3'-Diaminobenzidin, 100 ml
PBS, 100 ul H20; igerisinde bantlar belirinceye kadar bekletilir. Daha sonra dH,O igerisine
alinarak reaksiyon durdurulur (Turgut-Balik, vd., 2001b).

2.2.17 Saflastirilmis PfLDH Proteininin Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

Saflastirilmig olan PfLDH proteininin konsantrasyon hesaplamalarinda Beer-Lambert Kanunu
kullanilmistir. Buna gore ilk once PfLDH enzimlerinin ekstinksiyon katsayisi (g, Extinction
Coefficient) yukarida anlatildig1 gibi belirlenmis ve deneysel asamada 1 cm genislinde kristal
kiivet ile Aggo’de spektroskobik 6lgiim alimmistir. Elde edilen veriler asagidaki fomiil
kullanilarak enzimin molar konsantrasyonu (mol/I) hesaplanmis ardindan molekiiler agirhigi

ile carpilarak ml’de ka¢ mg enzim oldugu hesaplanmistir.

Beer-Lambert Kanunu; ¢ (mol/l) = A/ (e x £)

Formiilde ¢ protein konsantrasyonu, A, zg0 nm’de Olgiilen absorbans degerini, €, enzimin
ekstiksiyon katsayisini ve £ de kiivetin enini temsil etmektedir. Kullanilan kiivvet 1 cm eninde

oldugu i¢in formiil kisaca asagidaki gibidir (Grimsley ve Pace, 2004, Mutlu, 2009)

¢ (mol/l)=A/e

2.2.18 Saflastirilan Proteinin Kinetik Analizi

Aktif PfLDH enzimlerin Steady-State kinetik 6lgtimleri 340 nm’de UNICAM UV-Visible
spektrofotometre kullanilarak NADH’in NAD"’a ¢evrilmesi ile 340 nm’deki (AA340/dakika)
absorbans degisim orani takip edilerek yapilmistir. Biitiin reaksiyonlar 50 mM Trizma Base
ve 50 mM KCI igeren kinetik 6l¢iim tamponu, pH: 7.5 ile 25 °C’de gergeklestirilmistir.
Reaksiyon i¢in farkli pirtivat konsantrasyonlar1 (20 pM, 60 uM, 180 uM, 340 uM, 1.6 mM,
4.8 mM, 14.48 mM, 20.4 mM, 29 mM) ve 200 uM NADH kullanilmistir. 1 ml’lik kiivete

piriivat ve NADH soliisyonlar1 birakilmis ve en son enzim ilavesi ile reaksiyon baslatilmistir.
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Biitiin kinetik Olglimler 3 defa tekrar edilmistir. Elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0

(Leatherbarrow, 1992) isimli program ile kcat, Km, ve Vmax degerleri elde edilmistir (Mutlu,
2009).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 His-tag flave Edilmemis Olan PfLDH’in Dizi Analizi

PfLDH’1 kodlayan gen, grubumuzun yaptig1 6nceki ¢caligmalarda Plasmodium falciparum’un
K1 (Tayland) ve FCRB (Kolombiya) soylarindan klonlanmistir (Turgut-Balik, vd., 2001b).
Klonlama sonrasinda P. falciparum’un K1 soyu LDH geni klonlama vektoriine aktarilmis ve
proteinin E. coli hiicrelerinde ifadesi gerceklestirilerek enzim aktivitesi kontrol edilmistir
(Turgut, 1998). Sonuglar enzimin aktif olmadigin1 ve proteinin jel iizerinde iki bant halinde
kostugunu gostermistir. Yapilan yogun ¢aligmalar sonucunda translasyonun birinci
metiyoninden degil de iiglincli metiyoninden baglamis oldugu goriilmiistiir. Genin 5’ ucu
dizisinin incelenmesi, 3. Metiyoninden 6nce bulunan iki glisin amino asitinin kodonlarmin
GGA GGA seklinde yer aldigint ve bu dizinin de Shine-Dalgarno benzeri bir dizi oldugu
tespit edilmistir. Cigek vd., 2010°da da agiklandig1 gibi, Shine-Dalgarno dizisi; E. coli’de,
mRNA molekiiliinde ilk amino asiti (metiyonin) kodlayan AUG kodonundan yaklasik 6-10
baz dnce, 5’ ucuna yakm bir yerde bulunan ve 5’-UAGGAGG-3’ dizisinden olusan bir dizidir
(Shine and Dalgarno, 1975). Ribozomlarda ise 30S ribozomal alt birimin 16S’lik rRNA’sinin
3’-ucuna yakm bir yerinde Shine-Dalgarno dizisine kismen veya tamamen komplementer bir
niikleotid dizisi bulunur. Bu nedenle mRNA’nin 5’-ucu ile 16S’lik rRNA’nmn 3’ ucu arasinda
komplementer baz eslesmesinin yapilmasi miimkiin olmaktadir. Bdylece mRNA’nin
translasyon amaci ile ribozomun 30S ribozomal alt birimine baglanmasi hizlanir ve mRNA
ribozoma dogru bir sekilde yerlesmis olur (Lippinkot, 1997). Uygulanmakta olan klonlama
stratejisi geregi olusturdugumuz rekombinant DNA molekiillerinin transformasyonu E.
coli’ye yapilmaktadir. Bu durum 3. methioninden 6nce bulunan Shine-Dalgarno dizisinin
okaryotik proteinlerin prokaryotik sistemlerde ifade edilirken ortaya c¢ikabilecek durumu
agiklamaktadir (Turgut, 1998, Cigek vd., 2010). K1 soyu PfLDH’1n {iglincii metiyonininden
once bulunan iki glisin amino asitinin GGA GGA kodonu, yonlendirilmis mutagenez ile GGT
GGT olarak degistirilmis ve bu degisiklik Shine-Dalgarno dizisinin uzaklastirilmis olmasi
nedeni ile translasyonun 3. metiyonin yerine 1. metiyoninden baglayarak aktif protein
iiretiminin  yapilmasmi saglamistir (Turgut, 1998). Bu mutant protein SDKI olarak
adlandirilmistir. Olusturulan SDK1 adli rekombinant DNA molekiilii, bu tez ¢alismasinda
kalip DNA olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Plasmodium falciparum’un SDK1 LDH geninin (SDK1) niikleotid ve aminoasit
dizisi. 5” ucu metiyoninleri mavi renk ile, 3. metiyoninden dnceki glisinler ise koyu renk ile
gosterilmistir. Glisinin kodonlarinda yapilan degisiklik ise kirmizi renk ile gdsterilmistir
(Turgut, 1998) (Devamui diger sayfada).

ATGGCTCCAAAAGCAAAAATCGTTTTAGTTGGCTCAGGTATGATTGGTGGTGTAATGGCT

TACCGAGGTTTTCGTTTTTAGCAAAATCAACCGAGTCCATACTAACCTCCTCATTACCGA

a: MetAlaProLysAlalysIleValLeuValGlySerGlyMetIleGlyGlyValMetAla

ACCTTAATTGTTCAGAAAAATTTAGGAGATGTAGTTTTGTTCGATATTGTAAAGAACATG
61 ————————- Fom—————— Fmm Fommm Fo——— Fmm + 120
TGGAATTAACAAGTCTTTTTAAATCCTCTACATCARAACAAGCTATAACATTTCTTGTAC

a: ThrLeuIleValGlnLysAsnLeuGlyAspValValLeuPheAspIleVallLysAsnMet

CCACATGGAAAAGCTTTAGATACATCTCATACTAATGTTATGGCATATTCAAATTGCAAA
121 ————————- Fomm—————= Fomm————— Fommm Fomm Fomm— = + 180
GGTGTACCTTTTCGAAATCTATGTAGAGTATGATTACAATACCGTATAAGTTTAACGTTT

a: ProHisGlyLysAlaLeuAspThrSerHisThrAsnValMetAlaTyrSerAsnCysLys

GTAAGTGGTTCAAACACTTATGACGATTTGGCTGGAGCAGATGTAGTAATAGTAACAGCT
181 -—-——————- Fom—————— Fommm = Fommm = Fmmm Fommm + 240
CATTCACCAAGTTTGTGAATACTGCTAAACCGACCTCGTCTACATCATTATCATTGTCGA

a: ValSerGlySerAsnThrTyrAspAsplLeuAlaGlyAlaAspValValIlleValThrAla

GGATTTACCAAGGCCCCAGGAAAGAGTGACAAAGAATGGAATAGAGATGATTTATTACCA

241 ————————- Fm——————— Fm——————— Fmm—————— R tm——————— + 300
CCTAAATGGTTCCGGGGTCCTTTCTCACTGTTTCTTACCTTATCTCTACTAAATAATGGT
a: GlyPheThrLysAlaProGlyLysSerAspLysGluTrpAsnArgAspAspLeuleuPro
TTAAACAACAAGATTATGATTGAAATTGGTGGTCATATTAAGAAGAATTGTCCAAATGCT

301 —-———————- Fm——————— Fm——————— F-——————— +——————— tm——————— + 360

AATTTGTTGTTCTAATACTAACTTTAACCACCAGTATAATTCTTCTTAACAGGTTTACGA
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361

421

481

541

601

661

LeuAsnAsnLysIleMetIleGluIleGlyGlyHisIleLysLysAsnCysProAsnAla

TTTATTATTGTTGTAACAAACCCAGTAGATGTTATGGTACAATTATTACATCAACATTCA

AAATAATAACAACATTGTTTGGGTCATCTACAATACCATGTTAATAATGTAGTTGTAAGT

PheIleIleValValThrAsnProValAspValMetValGlnLeuLeuHisGlnHisSer

GGTGTTCCTAAAAACAAGATTATTGGTTTAGGTGGTGTATTAGATACATCAAGATTGAAG

CCACAAGGATTTTTGTTCTAATAACCAAATCCACCACATAATCTATGTAGTTCTAACTTC

GlyValProLysAsnLysIleIleGlyLeuGlyGlyVallLeuAspThrSerArgLeulys

TATTACATATCTCAGAAATTAAATGTATGCCCAAGAGATGTAAATGCACACATTGTAGGT

ATAATGTATAGAGTCTTTAATTTACATACGGGTTCTCTACATTTACGTGTGTAACATCCA

TyrTyrIleSerGlnLysLeuAsnValCysProArgAspValAsnAlaHisIleValGly

GCTCATGGAAATAAAATGGTTCTTTTAAAAAGATACATTACTGTAGGTGGTATCCCTTTA

CGAGTACCTTTATTTTACCAAGAAAATTTTTCTATGTAATGACATCCACCATAGGGAAAT

AlaHisGlyAsnLysMetVallLeuLeulysArgTyrIleThrValGlyGlyIleProLeu

CAAGAATTTATTAATAACAAGTTAATTTCTGATGCTGAATTAGAAGCTATATTTGATAGA

GTTCTTAAATAATTATTGTTCAATTAAAGACTACGACTTAATCTTCGATATAAACTATCT

GlnGluPheIleAsnAsnLysLeulleSerAspAlaGlulLeuGluAlalIlePheAspArg

ACTGTTAATACTGCATTAGAAATTGTAAACTTACATGCATCACCATATGTTGCACCAGCT

TGACAATTATGACGTAATCTTTAACATTTGAATGTACGTAGTGGTATACAACGTGGTCGA

ThrValAsnThrAlalLeuGluIleValAsnLeuHisAlaSerProTyrValAlaProAla

420

480

540

600
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GCTGCTATTATCGAAATGGCTGAATCCTACTTAAAAGATTTGAAAAAAGTATTAATTTGC

721 —==—————- Fomm————— Fmmm————— Fmmm o tm— + 780
CGACGATAATAGCTTTACCGACTTAGGATGAATTTTCTAAACTTTTTTCATAATTAAACG

a: AlaAlalleIleGluMetAlaGluSerTyrLeulysAspLeulysLysValLeuIleCys

TCAACCTTGTTAGAAGGACAATATGGACACTCCGATATATTCGGTGGTACACCTGTTGTT
781 ————————= Fo———————- Fom——————- tom— Fe—————— to——————— + 840
AGTTGGAACAATCTTCCTGTTATACCTGTGAGGCTATATAAGCCACCATGTGGACAACAA

a: SerThrLeuLeuGluGlyGlnTyrGlyHisSerAspIlePheGlyGlyThrProvalvVal

TTAGGTGCTAATGGTGTTGAACAAGTTATCGAATTACAATTAAATAGTGAGGAAAAAGCT
841 —-———————- Fom—————— Fo———————- tom—————— F————— to——————— + 900
AATCCACGATTACCACAACTTGTTCAATAGCTTAATGTTAATTTATCACTCCTTTTTCGA

a: LeuGlyAlaAsnGlyValGluGlnValIleGluLeuGlnLeuAsnSerGluGluLysAla

AAATTTGATGAAGCCATAGCTGAAACTAAGAGAATGAAGGCATTAGCTTAA
901 ---————-- Fomm—————= Fomm————— Fmm— Fommm = +- 951
TTTAAACTACTTCGGTATCGACTTTGATTCTCTTACTTCCGTAATCGAATT

a: LysPheAspGluAlaIlleAlaGluThrLysArgMetLysAlaLeuAlaEnd

3.2 PfLDH Proteininin C Terminaline 6 Histidin Amino Asidinin ilave Edilmesi

PfLDH proteinin ileride anlatilacak olan islemlerle saflastirilmasini saglamak igin, polimeraz
zincir reaksiyonu ile PfLDH proteinin C terminaline 6 adet histidin amino asidi ilave
edilmistir. Genin 3’ ucuna 6 adet histidin amino asidinin kodonunun eklenmesi, PfLDH
enziminin  Ni-NTA (Nitrilotriasetik asit Metal Afinite kromatografisi) agaroz ile
saflastirilmasini saglamak icin gerceklestirilmistir. Ilave edilen bu histidin kodlayan dizi,
nikel iyonlar1 ile iki bag yaparak histidinlerin NTA'ya baglanmasmni saglayip, PfLDH
proteininin kolona tutunmasini ve proteinin saflagtirilmasint miimkiin kilmaktadir (Berwal

vd., 2008).
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3.2.1 Primer Tasarim

Plasmodium falciparum K1 soyundan LDH enzimini kodlayan geninin PCR ile izolasyonu
calismalarinda kullanilmak iizere tasarlanacak primerler i¢in, gen bankasi kayitlarindan
Plasmodium falciparum’a ait olarak tanimlanmis laktat dehidrogenaz enzimi dizisine ait
erisim numarasindan DQ198261 yola ¢ikarak Pf3 ve PfHis-tag adli 2 adet primer
tasarlanmustir (Cizelge 3.2). Pf3 primeri genin 5” ucuna, PfHis-tag primeri ise genin 3’ ucuna

komplementer olacak sekilde tasarlanmstir.

Ifade vektoriine klonlamayr ve devaminda protein saflastirmasini saglamak amaciyla, Pf3
primerine baslama metiyonininden hemen 6nce ECORI restriksiyon endoniikleazinin kesim
bolgesi ve PfHis-tag primerine de genin a¢ik okuma gergevesinin son bazindan sonra sirasi ile
6 adet histidin amino asitinin kodonlari, sonlanma kodonu ve Pstl restriksiyon

endoniikleazimin kesim dizisi ilave edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 PfLDH amplifikasyonunu gergeklestirmek amaciyla tasarlanan oligoniikleotidler.
Restriksiyon endoniikleazlarin kesim dizisi mor renk (ECORI) ve yesil renk (Pstl), baglama
kodonu sar1 (start), sonlanma (stop) kodonu mavi renk ve His-tag dizisi kirmizi renk ile

gosterilmistir.
Primer Baz Dizisi Uzunluk T,
Pf3 5'-CCG GAA TTC ATG GCA CCA AAA GCA AAA ATC GTT TTAGTT GGC-3' 42 mer 71.4°C
PfHis-tag 5-TTTT CTG CAG TTAGTG ATG GTG ATG GTG ATG TTA TA ATGCC-3 44 mer 66.4 °C

3.2.2 PfLDH’n 3’ Ucuna Alt1 Adet Histidin ilave Etmek Uzere Amplifikasyonu

PfLDH genin PCR ile amplifikasyonu ¢alismalarindan 6nce SDK1’i iceren plazmid DNA
kontrolii yapilmistir. SDK1’i iceren plazmid DNA EtBr ile boyanmisg %1°lik agaroz jelde
Lambda DNA HindIII digest Marker (23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027,564 baz ¢ifti
bantlar1) ile birlikte kosturulmus ve beklendigi sekilde yaklasik 6 kb biiyiikligiinde bir bant

olarak tespit edilmistir.

3.2.3 His-tag ilaveli PFLDH'in Amplifikasyonu

PfLDH geninin izolasyon sonrasi, PCR ile amplifikasyonunda reaksiyon sartlar1 daha nceki
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caligmalar 1s18inda belirlenmis olup Pfu DNA polimeraz enzimi kullanilarak reaksiyon
yapilmistir. Bu reaksiyonlarda kalip DNA olarak jel iizerinde analizi yapilmig olan
Plasmodium falciparum’nin plazmid DNA’s1 kullanilmigtir. Kullanilan primerler, Pf3
(5’>3’) ve PfHis-tag (3’«5")dir. Amplifiye edilen PILDH &rneklere his-tag eklenmis olup
daha sonraki isimlendirmeside PfLDH olarak kalmistir. Pfu DNA polimeraz enziminin tercih
edilmesinin reaksiyon gergeklesirken olusabilecek yanlis baz eslesmelerini engelleyen 3'—5'

eksoniikleaz ‘proofreading-diizeltme’ aktivitesine sahip enzimlerden bir tanesi olmasidir [3].

Amplifikasyon 95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon basamagi ile baslatilmistir. Bu basamagi;
95°C’de 1,5 dakika denatiirasyon, 55°C’de 2 dakika primerlerin baglanmasi, 72°C’de 2
dakika istenilen bolge kopyalarinin uzamasi basamaklar1 takip etmis ve reaksiyon 25 dongii
olarak gerceklestirilmistir. PCR sonrasinda elde edilen iiriin, etidyum bromiir (EtBr) boyal
agaroz jelde marker ile birlikte kosturularak hedef LDH geninin dogru biiyiikliikte amplifiye
edildiginin kontrolii yapilmis ve yaklasik 969 bp biiyiikliigiinde DNA bantlar1 elde edilmistir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 PfLDH’in amplifikasyon sonrasi goriintiisii. Hatlar:1:Markir 2-3-4-5: PFLDH’1n
amplifikasyon fragmentleri

3.2.4 PfLDH Geninin CV ile Boyanan Jelde Analizi

PCR ile amplifiye edilmis PfLDH genin saflastirilmas: i¢in EtBr ile boyanmis jel yerine,
kristal viyole ile boyanmig % 1°lik agaroz jel kullanilmistir. (Sambrook ve Russell, 2001). Bu
asamada kristal viyole ile boyanmis % 1’lik agaroz jel kullanilmasindaki amag¢ etidyum
bromiiriin daha hassas olmasina karsi, UV kullanilmasi mutasyona neden olmaktadir.
Etidyum bromiir, DNA molekiiliiniin baz ¢iftleri arasindaki baglara yerleserek c¢ift sarmali

yapisina katilmasi ve kirmizi floresans yaymasmi saglar. Bu sebepten dolayr DNA
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replikasyonunda ilave baz olusumuna yada farkli baz eslesmesine neden olabilir (Rand,
1996). Bu nedenden dolay: diger bir segenek olarak kristal viyole ile boyanan agaroz jeller
kullanilmustir. % 1°lik kristal viyole ile boyali agaroz jelde kosturulmustur (Sekil 3.2). Kristal
viyole boyali agaroz jelde kosturulan 6rneklerden DNA saflastirmasi yapilarak C terminalinde
6 histidin iceren ve yaklagik 969 bp biyiikligiinde olan PfLDH DNA fragmentleri geri

kazanilmistir.

969 bp

Sekil 3.2 His-tag ilave PFLDH’in DNA fragmentlerinin elde edilmesi. Hatlar:1-2: PfLDH

3.2.5 His-tag ilaveli PFLDH'In ve Vektériiniin Enzim ile Kesimi (Digest)

Pf3 ve PfHis-tag primerleri ile amplifiye edilmis, PFLDH’m1 kodlayan DNA fragmentlerinin
kontrolii yapilip kristal viyole ile boyanmis jele yiiklenip saflastirildiktan sonra, hem PfLDH
geni hem de genin aktarilacagi pKK223-3 klonlama vektorii ECORI ve Pstl restriksiyon
endoniikleazlar1 ile kesilmis, yapiskan wuglar olusturularak ligasyona hazir duruma

getirilmistir.

3.2.6 Rekombinant DNA Molekiiliiniin Olusturulmasi (Ligasyon)

Ligasyon islemi, T4 DNA ligaz enzimi yardimi ile klonlanacak olan PfLDH geninin pKK223-
3 vektor DNA’smin igerisine aktarilmasidir. Ligasyon islemi +4°C’de bir gecelik inkiibasyon

ile saglanmigtir.

PfLDH’1 kodlayan gen dizisi ve kesilerek dogrusal konuma getirilmis pKK223-3 vektorii bir
araya getirildiklerinde farkli yapilar1 igerseler bile, birbirlerini tamamlayici 6zellikteki
(yapiskan) uclar1 tasimalarindan dolayr uglar arasindaki baz eslesmeleriyle molekiiller
hidrojen bagi olusturarak baglanmis ve T4 ligaz enzimi niikleotidler arasinda fosfodiester

baglar1 kurarak agik ucglar1 kapatmigtir. PfLDH geninin, pKK223-3 klonlama vektoriine
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yerlestirilmesi ile olusturulan rekombinanat DNA molekiilii Sekil 3.3°de gosterilmistir.

5'UTR FfLDH ORF

5 ' [EcoRIND
3" EcoRI

a48 3'UIR

6xIis-Tag | Stop Pxd]3 "
6xHis-Taz|Stop '

Hinc Il (G8)*
BamH | (256) )
Hinc Il (3785)*

Pvu I (3613)

Sph | (443)

Sal | (532)* pBR322

Acc I*
Hinc I1*
pKK223-3
4584 bp
PBR322
Pu 11 (1945)
*Bolze tek degil Ace | (2125) ort

Sekil 3.3 PfLDH geninin organizasyonu ve pKK223-3 klonlama vektoriiniin haritasi.

3.2.7 Rekombinant DNA Molekiiliiniin E. coli JM105 Hiicrelerine Transformasyonu

Ligasyon sonucu olusturulmus rekombinant DNA (PfLDH geni + pKK223-3 vektorii) ve
pozitif kontrol i¢in hedef geni icermeyen pKK223-3 vektorii, kompetan E. coli JM105
hiicrelerine 30 dakika buzun igerisinde bekletilerek daha sonra 42 °C’deki su banyosunda 90
saniye boyunca sicak sok uygulanarak aktarilmistir. Ardindan Ornek iizerine 100 pl/ml
ampisilin igeren 2xYT buyyondan 300 pl ilave edilerek ters-diiz edilerek karistirilmig ve 37°C
de 30 dakika etiivde bekletilmistir. Inkiibasyon sonras1 100 ul/ml ampisilin igeren 2xYT agara

ekim yapilmis ve 37 °C’deki etiivde bir gece beklemeye almmustir. Transformasyon
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asamasinda ilk denemede elde edilen orneklerden beklenilen sonu¢ elde edilememistir.
Transformasyon orneklerinin etrafinda uydu olarak nitelendirilen koloniler gelistiginden
dolay1 ¢ift kuvvetli Yeast Ekstrakt-Tripton (2xYT), agarda kullanilan amfisilin agamasina geri
doniiliip taze hazirlanmis antibiyotik kullanilarak deney tekrar edilmis ve sorun giderilmistir

(Sekil 3.4).

a b

Sekil 3.4 Transformasyon sonrasi petrilerin goriintiilenmesi a.Negatif sonug¢ alinan petri
gOrilintiisi. b.Pozitif sonug alinan petri goriintiisii

Sekil 3.5’de PILDH genininin klonlanmasi sirasinda uygulanan ve sonug¢ alinan biitiin islem
basamaklar1 6zetlenmistir.
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EcoRI Pstl

|GAATTC NONNHIHNNINNINGCHTS Stop CTECAG]

[CTTA4G NN St GACGTC]
I

Insert DNA Fragmenti
[AATTC NNINNNTIINNNINNNG KHI 3 Siop ] ? Tgnen

NNNNNNNINNNVNNNN i
E 6RHIS Sin TGl ‘ I Inseri DN
“ AW
> ‘ Recombinant

EcoRI, Pstl digestve ligasyon A plasmid
Amgl I‘. \ [JKK ma

EcoRI

Pail

Transformasyon sonrasy E.colf
ve recomhinant plasmid

M
| Flasmid
MP'\ ‘\ vector -
pKE 2233

ANP igeren petri

—

,;Z:\
i - ’ \\ AMP ireren hesiyeri
AMP rezistis haktesi kolonileri ‘If A |

L]
)

Z

izole koloni

// -\\‘
E coliDNA -/ ﬁ\f D \
f \
{ | Recorhinant plazmid iperen
\ | balkieri

Sekil 3.5 Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak yapilan ¢alismanin gorsel anlatilmasi [4
nolu kaynaktan modifiye edilmistir].

3.2.8 Gen Klonlanmasinin PCR Taramasi ile Kontrolii

Transformasyon sonrasi secilen kolonilere, otoklavlanmig bir kiirdan yardimi ile dokunulup

2xYT buyyon igerisine birakilarak bir gece 37°C inkiibe edildikten sonra érneklerin DNA’s1
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QlAprep®Miniprep kiti kullanilip ekstrakte edilerek, PfLDH genine sahip olup olmadiklarini
anlamak i¢in PCR taramasi yapilmistir. Bunun i¢in genin tam uzunlugunu amplifiye edecek
olan Pf3 ve PfHis-tag primerleri kullanilmistir. PCR sonucunda 6rnekler %1°lik EtBr jele
yiiklenerek PfLDH geni yaklasik olarak 969 bp biiyiikliigiinde bant goriintiisii alinmigtir
(Sekil 3.6).

969 bp

Sekil 3.6 PCR taramasi sonrasi pozitif sonuglarm jelde goriintiilenmesi. Hatlar: M: Markir 1:
PfLDH

Pozitif sonuglarin kesin olarak dogrulanmasi i¢in PCR ile pozitif sonug¢ alinan kolonilerden

izole edilen plazmid DNA’larin dizi analizi yaptirilmistir.

3.2.8 C-Terminaline His-tag ilave edilmis PFLDH 'in Dizi Analizinin Yapilmasi

Orneklerinin dizileme islemi Iontek firmasi (Tiirkiye) tarafindan gerceklestirilmistir. DNA
dizi analizi, DNA Orneklerindeki baz dizilerinin sirasini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan bir
genetik sifre ¢cozme yontemidir. Otomatik DNA dizi analizinde, Sanger tarafindan gelistirilen
enzimatik sentez yontemi gelismis bir kapiller sisteme uyarlanmistir. Boya terminasyon
isaretleme adi verilen bir metod kullanilarak farkli bazlarda (A, G, T, C) sonlanan DNA
gegirilirken uygulanir. Floresan isaretli boyalar1 uyarmak i¢in bir lazer, boyalarm yaydigi 15131
toplamak iginse bir CCD kamera kullanilir. Boylece, lazer uyariminin ardindan dort boya
tarafindan yayilan farkli dalga boylarindaki 151k tek kulvarda ayirdedilebilir. Floresan

miktarlarmin 6lgiilmesi ve yorumlanmasmin ardindan DNA 6rnegindeki baz dizisi saptanir

[5].
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DNA dizi analizi i¢in yine lontek firmasma sentezletilen pKK C-terminal primeri ile
klonlanan genlerin 5'—3' zincirlerinin sekansi, pKK N-terminal primeri ile de 3'<5'
zincirlerinin sekansi yaptirilmistir. Bu sekilde gergeklestirilen ¢ift yonlii sekanslama ile genin

tam uzunluk dizisinin ve her iki DNA zinciri dizisinin kontrolii saglanmistir.

PfLDH geninin ifadesi sonrasinda iiretilecek olan PfLDH proteininin QIAGEN Ni-NTA
Agaroz ile saflastirilmasini miimkiin kilmak i¢in ilave edilen 6 histidin aminoasidinin genin 3’

ucundaki varligi gosterilmistir.

3.1 PfLDH Proteinin ifadesinin Yapilmas

Klonlama isleminden sonra PfLDH total protein ornekleri, E. coli ve PfLDH, daha &nce
caligmalarda elde edilen kontrol PVLDH o6rnekleri ve Multicolor Broad Range Protein Ladder
(26, 34, 42, 52, 72, 95, 135) 50 mM trizma base ve 50 mM KCI igeren kinetik 6l¢iim
tamponu, pH: 7.5, icerisinde ¢6ziildiikten sonra santrifiijlenmis ve iistte kalan siipernatant ayri
bir tlipe almarak total protein ifadesi yapilmistir (Sekil 3.7, Sekil 3.8). Total proteinlere ait
bantlarda yogunlagsmalar gézlenmis ve uygun goriintiiyii alabilmek i¢in SDS-PAGE jele farkli
oranlarda (ilk 5 kuyucuga 7.5ul ve ardindan gelen kuyulara ise 4 pl) yiikleme yapilmistir.
Sekillerde de goriildiigii gibi dogru biiyiikliikte belirgin bir ifade bandi elde edilememistir.

95kTha

34 kDa

26 kDa

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 3.7 Total proteinlerin SDS-PAGE goériintiisii. Hatlar: 1:Markir 2: PfLDH geni igeren E.

coli (JM105) 3: E. coli (JM105) 4: SDK1 igeren E. coli (JM105) 5: PvLDH geni igeren E. coli

(JM105) 6: Markir 7: PFLDH geni iceren E. coli (JM105) 8: SDK1 9: PvLDH geni igeren E.
coli (JM105)
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Sekil 3.8 Total proteinlerin ve PvLDH protein SDS-PAGE goriintiisii. Hatlar: 1:Markir 2:

SDK1 igeren E. coli (JM105) 3: E. coli (JM105) 4: PILDH geni i¢eren E. coli (JM105) 5:

PVLDH igeren E. coli (JM105) 6: Markir 7: E. coli (JM105) 8: PFLDH geni igeren E. coli
(JM105) 9: PVLDH igeren E. coli (JM105) 10: SDK1 igeren E. coli (JM105)

PfLDH total protein ifadesinin kontrolii yapildiktan sonra hazirlanan tamponlarda proteinlerin
¢oziiliip ¢oziilmedikleri hiicre ekstraktlarinin siipernatant ve pelet fazlarmin SDS-PAGE jele
yiiklenmesi ile belirlenmistir. Bu analizi yapabilmek i¢in total protein analizine tabi tutulan
ornekler ayni tampon ¢ozeltide ¢oziilmiis ve ifadenin kontrolii 6ncesinde sonikasyon islemine
tabi tutulmuslardir. Sonikasyon igsleminden sonra ornekler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek ornekler siipernatant ve pellet seklinde ayrilmis, SDS-PAGE goriintiileri alinmigtir
(Sekil 3.9, Sekil 3.10). SDS-PAGE protein ifadesini tam olarak gostermedigi i¢in, proteinin
ifade edilip edilmedigi once Western blot analizi ile onaylanmis, sonraki boliimde de

anlatildig1 gibi enzim aktivitesi kontrol edilmistir.

95kDa -

52kDa-

34kDa- 34kDa

26kDa-

1 2 3 4 5} 6 7 8

Sekil 3.9 SDK1, PfLDH ve E.coli siipernatant ve pelletleri ayrilarak ve PvLDH SDS-PAGE
goriintiileri. Hatlar:1:Markir 2:SDK1 3: PfLDH 4: E. coli, pelletleri 5: SDK1 6: PfLDH 7: E.
coli, siipernatantlar1 8:PvLDH
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34 kDa

1 2 3 4 5 6 7

Sekil 3.10 SDK1, PfLDH ve E.coli siipernatant ve pelletleri ayrilarak SDS-PAGE goriintiileri.
1:Markir 2: E.coli 3: PILDH 4: SDK1, pelletleri 5: E.coli 6: PfLDH 7: SDK1, siipernatantlar1

3.2 PfLDH’in Aktivitesinin Tespiti
Istenilen PfLDH geni pKK223-3 vektdriine aktarilip, E. coli JM105 hiicrelerine

transformasyonu yapildiktan sonra, bu hiicrelerden elde edilmesi amaglanan proteininin
tiretilip tretilmediklerini kontrol etmek igin geni i¢eren E. coli IM105 hiicreleri (PfLDH), ve
kontrol olarak kullanilan SDK1 igceren E. coli JM105 hiicreleri (SDK1) aktivite 6lglimii
oncesinde indiiklemeye tabi tutulmustur. PfLDH geninin ifadesini arttrmak igin ortama
indiikleyici madde olarak IPTG ilave edilmis, hi¢bir gen icermeyen E. coli IM105 hiicreleri
IPTG ilavesi yapilmadan gelistirilmistir. Besiyeri ortamindaki hiicreler logaritmik faza
(ODgoo: 0,6) ulasincaya kadar inkiibe edilmistir. Daha 6nceki ¢alismalara gére PfLDH, E. coli
JM105 hiicrelerinde en yiiksek aktiviteyi 1 mM IPTG konsantrasyonunda gostermistir (Aslan
vd., 2005). Bu amagla IPTG konsantrasyonu ayni kullanilmistir. Bir gecelik inkiibasyon
sonucunda gelisen hiicrelerden 2.5 ml bir tiipe alinarak santrifiijlenmis ve elde edilen ¢okelti
Tris/KCl tampon ¢ozeltisi, pH:7.5, igerisinde ¢oziildiikten sonra sonikasyon islemine tabi
tutulmustur. Sonikasyondan sonra santrifiijleme islemi gerceklestirilmis ve {istte kalan

stipernatant fraksiyonu kullanilarak enzim aktivitesi kontrol edilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 PfLDH proteininin aktivitesinin dl¢iilmesi. (LDH aktivitesinin dlgiilmesi 3 defa
tekrar edilmis olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

AAsg/dakika 10 mM Piriivat

Indiiklenmemis

SDK1 Bir gece 0,217

Indiiklenmis

0.750

E. coli JM105 | Indiiklenmemis Bir gece 0.012
Indiiklenmemis

PfLDH Bir gece 0.209

Indiiklenmis 0.800

E. coli lac operon sisteminde operatdr genin kontrol ettigi, birbirine olduk¢a yakin yerlesimde
bulunan genler vardir [5]. Hiicrede laktoz yoklugunda lac repressoriin operona baglanmasiyla
laktoz parcalayan enzimlerin kodlanmasi durur. Laktoz operonunu traskripsiyonu indiikleyen
alternetif bir indiikleyici de laktozun analogu olan izopropilthiogalaktozid (IPTG)’dir [6].
Hiicreye laktoz alindiginda ise indiikleyici madde lac repressore baglanir; lac repressor
boylece konformasyonal degisiklige ugrar ve operatorden ayrilir; transkripsiyon baslar (Sekil

3.11)

RNA polymerase
| () —
P O B

TP
X Oinhib'rmr U MRNA

Sekil 3.11 E. coli kromozomunda kiiltiir ortamina IPTG ilavesi ile enzim iiretiminin
indiiklenmesi. P promotér, O operatordiir; I lac repressorii kodlayan gendir [8].

Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarin sonucunda PfLDH proteininin ifadesinin zayif oldugu
bilindigi i¢in (Turgut, 1998), PfLDH proteinin ifadesinin indiiklenerek miktartinin artirilmasi
yapilmistir. PfLDH geni ifade vektorii olan pKK223-3 vektoriine klonlanmigtir. pKK223-3
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vektoriiniin Lac promotor bolgesi tasidigi bilinmektedir. IPGT gibi indiikleyici bilesikler

represore baglanarak operator genle etkilesmesini 6nlemektedirler (Sambrook, 2001).

3.3 PfLDH’m Saflastirilmasi

Bu c¢alismada PfLDH proteini Ni-NTA Agaroz teknigi kullanilarak saflagtirilmis ve UV-
Visible spektrofotometre ile Aggo Ve Aggo’da Olglimler yapilmis olup, saf olan ve
spektrofotometre ile 6lgiimlerde tek bir pikin ve SDS-PAGE analizinde PfLDH’a ait tek bir

protein bandmin goriilmesi amaglanmistir.

3.3.1 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Aktivite Glglimleri sonucunda pozitif olarak belirlenen 6rnekler bir gece 37 °C’de ve 180
rpm’de inkiibe edilmis ve aktivite kontrolii yapilmistir. Inkiibe edilmis 6rnek, 100 pg/ml
ampisilin iceren 500 ml 2xYT buyyon igerisine 2 ml inkiibe edilmistir. ODgoo’deki hiicre
yogunlugu 0,6’ya ulasincaya kadar inkiibe edilmistir. Kiiltlir istenilen hiicre yogunluguna
ulaginca final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilmistir. IPTG ile
indiiklenmis kiiltir 37 °C’de ve 180 rpm’de bir gece inkiibe edilmistir. Bir gecelik
indiiklenmis kiiltiir 6rnekleri 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
dokiilmiistiir. Pelet, 6 ml hiicre lizisi ve kolon yikama tamponunda ¢oziilerek, hiicreler
sonikator (Bandelin Sonopuls, Almanya) ile giic % 60°da 30 saniye araliklarla dokuz defa
10’ar saniye pargalanmistir. 14.000 rpm’de 1 saat 4 °C’de santrifiij edilmistir. Slipernatant
(CL; cell lysate) alinp bir miktar1 SDS-PAGE analizi i¢in ayrilmistir.

3.3.2 Saflastirma islemleri

PfLDH enziminin, gen dizisine PCR araciligi ile eklenen 6 adet histidin amino asitidi
(6xHistag) kodlayan dizisi kolon dolgu maddesi olarak kullanilan Ni-NTA (Nikel-
Nitrilotriasetik asit) agarozun Ni iyonuyla etkileserek kolon dolgu maddesine baglanmasini
saglamaktadir. Nikel iyonu, nitrilotriasetik asit ile 4 bag yaparken histidin ile 2 bag yaparak
histidinlerin NTA'ya baglanmaktadir. (Sekil 3.12). Kolona yiiklenen Ni-NTA'ya, 6xHis-tag ile
bagli olan PfLDH enzimi, kolondan geri Ni-NTA' ya yiiksek konsantrasyonlarda daha gii¢lii
baglanabilen imidazol ile alinmaktadir. Ni-NTA sabit faz1 bir seferde %95 saflik derecesinde
proteinlerin saflastirilmasini gerceklestirmektedir [9]. Bu saflik derecesi molekiiler biyoloji

uygulamalar1 ve yap1 ¢aligmalari igin yeterlidir. Ni-NTA agaroz, mililitre basina 5-10 mg
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6xHis-tag'li PILDH (rekombinant) proteinin elde edilmesini saglayan basarili bir saflastirma
ligandidir (The QlAexpresionsit, 2003).

EI'
cI
RNARRRRARRR AN

GxHisTag Hi-MTA (Mitrilotriasetik asit)

Sekil 3.12 6xHis-tag’in Ni-NTA agaroza baglanmasi. (The QlIAexpresionsit, 2003)

Saflagtrma islemi Bolim 2.2.14°deki anlatildigi gibi Ni-NTA Agaroz kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yikam ve lizis ¢ozeltileri ayn1 olup bakteriyel proteinlerin yikamada
atilmasi i¢in 20 mM imidazol ve 300 mM NaCl kullanilmistir. Yikama asamasmda PfLDH’1n
kaybedilmesini 6nlemek i¢in imidazol miktar1 diisiik tutulmustur. Eliisyon asamasinda ise
yiiksek oranda protein elde etmek amaciyla toplamda 250 mM imidazol kullanilmistir. pH 7.5
kullanilarak proteinin aktivitesin olumsuz olarak etkilenmemesi i¢in dogal sartlar
saglanmugtir. Ni-NTA makriksi i¢indeki alkoliin uzaklastirilmasi i¢in saflastirma isleminden
once kolon 40 ml yikama tamponuyla yikanmis ve ardindan kolona hiicre lizat1 (CL; cell
lysate) eklenerek saflastirma islemi baslatilmistir. Tamami kolona yiiklenen hiicre lizati,
kolondan gectikten sonra siizlintiiniin bagindan, ortasindan ve sonundan AS1, AS2 ve AS3
(akas stiziintiisii) bir miktar 6rnek alinmig ve tekrar 40 ml yikama tamponuyla yikanmustir. Y1,
Y2, Y3, (yitkama 1, yikama 2, yikama 3) kolona yikama tamponu uygulanmasi sonrasinda
alinan yikama 6rneklerini; E1, E2, E3, ...vs. (eliisyon 1, eliisyon 2, eliisyon 3, ...vs.) kolona
elisyon tamponu uygulanmasi sonrasinda alinan eliisyon Orneklerini temsil etmektedir.

Alinan bu 6rneklerin enzim aktivitesine bakilmistir.
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3.3.3 Saflastirma Islemleri Sirasinda Elde Edilen Fraksiyonlarin Aktivite Olgiimleri

Saflastirilmig PfLDH fraksiyonlar1 iizerinde ayr1 ayri olgiimler alimmistir. Spektrofotometrik

Olgtimlerin yapilmasi ile yeterli miktarda protein iceren ve kromatogramda tek pik veren

saflagtirilmis enzimler kinetik analizler i¢in kullanilmigtir. Enzim varhigi, AAass/dakika

yapilan enzim aktivite Ol¢iimlerinde de tespit edilmis olup, bu durum SDS-PAGE jel

gorintiilerinin dogrulugunu destekler niteliktedir. Tiim eliisyonlarda yiiksek enzim aktivitesi

belirlenmistir ancak son eliisyonlardaki enzim aktivitesinin diisiik olmasinin enzim miktarinin

az olmasina bagli oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 PfLDH’in Hiicre lizati, stiziintiiler (AS1, AS2 ve AS3), yikamalar (Y1, Y2 ve Y 3)
ve elde edilen saflagtirmadaki (E1-E10) enzim aktivitesinin tespiti

AAgzgoldakika Aktivite Olciimii (10mM piriivat)

Mutant

Enzim

Hiicre

Lizati

AS1

AS2

AS3

Y1

Y2

Y3

El

E2

E3

E4

ES5

E6

E7

E8

E9

E10

PfLDH

1.502

0.341

0.656

0.419

0.203

0.015

0.009

0.016

0.258

0.408

0.662

0.814

0.553

0.453

0.251

0.147

0.02

3.3.4 PfLDH Proteinin SDS-PAGE ile Analizi

Orneklerin sonikasyonu sonras1 elde edilen hiicre lizati, kolondan alman ilk siiziintii, yikama

sirasinda alinan siiziintiiler ve eliisyon 6rnekleri SDS-PAGE jelde kosturularak elde edilen

orneklerin saflig1 ve miktar1 kontrol edilmistir. Saflastirilmis PFLDH proteininin SDS-PAGE

goriintiisiiniin eliisyon 5’de en saf hali Sekil 3.13’de gosterilmistir.

Sekil 3.13 Saflagtirimig PFLDH 6rneklerinin SDS-PAGE goriintiileri. Hatlar; 1: Markir, 2:
Eliisyon 4, 3: Eliisyon 5, 4: Eliisyon 6, 5: Eliisyon 7, 6: Eliisyon 8, 7: Eliisyon 9
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3.3.5 Saf PfLDH Proteinin Western Blot Analizi

Saflastirilmis olan PfLDH proteini Western blot ile de analiz edilmistir. Western blot ile
dogru proteinin saflastirildigi immunolojik olarakda gosterilmistir. SDS-PAGE metodu
uygulandiktan sonra, elektroblotting yontemiyle proteinler bir membrana gegirilmistir. Daha
sonra gesitli soliisyonlarla isleme tabi tutulup memranda bununan PfLDH proteinine spesifik,
Yeni Zelanda tavsanlarindan elde edilen antikorlar (Turgut-Balik vd., 2001b) ile etkilesimi
saglanarak Western Blot goriintiisii alinmustir. Saflastirilmis olan PfLDH proteininin SDS-
PAGE jele uygun goriintiiniin elde edilmesi amaciyla farkli oranlarda yiiklemeleri yapilmustir.
SDS-PAGE jeline ilk once 7.5 pl PfLDH enzimi yiiklenmis istenilen goriintii elde
edilememis, yogun bir bant goriilmesinden dolay1 yiikleme miktar1 5 pl indirilmistir. Ayni
antikor ile pozitif sonu¢ verdigi bilinen saf PvLDH proteini pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Yapilan islemler sonucunda dogru proteinin iiretilmis oldugu gosterilmistir.
Saflastirilmis PFLDH Eliisyon 7 ve eliisyon 8’in kullanildigi blotlama sonucunda tek bant elde
edilmis olmasi bu proteininin ¢ok yiiksek saflikta saflagtirilmasmin basarildigini

gostermektedir. (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 Saflastirilmis olan PFLDH eliisyon 7, ve 8 protein Western Blot goriintiisii.
Hatlar:1:PvLDH 2:PfLDH Eliisyon 7 3:PfLDH Eliisyon 8

3.4 Kinetik Analiz

PfLDH enzimlerin Steady-State kinetik 6l¢timleri UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’m NAD®’a ¢evrilmesi ile 340 nm’deki (AA340/dakika) absorbans
degisim orani takip edilerek gergeklestirilmistir. Kinetik 6l¢iim i¢in 200 pM NADH ve
degisen piriivat konsantrasyonlar1 (20 uM, 60 uM, 180 uM, 340 uM, 1.6 mM, 4.8 mM, 14.48
mM, 20.4 mM, 29 mM) ve kullanilmistir. 1 mI’lik kiivete pirtivat ve NADH soliisyonlarmin

ilavesinin ardindan en son enzim ilavesi ile reaksiyon baslatilmistir. Biitiin kinetik 6l¢iimler
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bir¢ok kere tekrar edilmistir ve elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0 (Leatherbarrow,

1992) isimli program ile Km, ve Vmax degerleri elde edilmistir.

Elde edilen enzim ve NADH miktar1 sabit tutularak 9 fakl piirivat konsantrasyonunda PfLDH

enziminin aktivitesi 6l¢lilmiis ve Cizelge 3.5 ‘de verilen degerler elde edilmistir.

izelge 3. enziminin aktivitesinin m a ¢evrilmesi ile nm’deki
izelge 3.5 PfLDH enziminin aktivitesinin NADH’1n NAD"’a gevrilmesi ile 340 nm’deki
(AAsgo/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek olgiilmesi.

Piriivat (mM) Oran .
(AAz4/dakika)

0,02 0,016
0,06 0,053
0,18 0,089
0,54 0,121

1,6 0,142
4,86 0,149
14,58 0,137
20,4 0,123

29 0,120

Elde edilen veriler Grafit 3.0 (Leatherbarrow, 1992) programi kullanilarak degerlendirilmis ve

elde edilen sonuglar Cizelge 3.6 ve Sekil 3.15 verilmistir.

Cizelge 3.6 PI[LDH’in Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar
Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
Vmax 0.1368 0.0052
Km (MM) 0.0940 0.00234
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0,16 | —

0,14 —

0,12 —

0,1 —

Column 2

0,08 |— —

0,06 | —

0.04 —- PfLDH | —

0,02

='.|P|

10 20 30 40

Column 1

Sekil 3.15 PfLDH’1n Steady-State kinetik davranisi

Goruldigi gibi PILDH igin tepsi edilen ve NADH in kofaktor olarak kullanildigi Km piirivat
degeri 0.094 MM ve V. degeri 0.1368 olarak belirlenmistir. Bu degerler literatiir bilgisi ile
uyum i¢erisindedir (Brown vd., 2004)
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4. SONUC

Antimalarial ilaglara karsi direncin her gecen giin arttig1 bilinmektedir. Bu yilizden sitma ile
miicadelede yeni ilaglarin gelistirilmesi olduk¢a 6nem tasimaktadir (Olliaro ve Yuthavong,
1999, Akdur, 2004, Turgut, 1998). Insam etkilemeyen fakat parazitin yasam dongiisiinii
durduran altarnatif calismalardan biri metabolik bir enziminin engellenmesidir. Bu nedenle, P.
falciparum’da piriivatin laktata rediiksiyonunu katalizleyen ve anaerobik glikolizin ana
kontrol noktast olan LDH enzimi hedef olarak segilmistir. Parazitin hayat dongiisiinii
stirdiirebilmesi i¢cin LDH enzimi gereklidir (Dunn, vd., 1996, Turgut, 1998). Parazit ATP
ithtiyacin1 glikolizle karsilamaktadir. LDH enzimi glikolizin son iirlinii olan piriivik asidi,
dontisiimlii bir reaksiyon ile laktik aside cevirir. Bu nedenden dolay1 parazitin yasam
dongiistinii durdurmak i¢in bu enzimin aktivitesinin durdurulmasi alternatif yollardan biridir.
Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalar ile P. falciparum genomik DNA’sindan LDH enzimini
kodlayan gen izole edilerek klonlanmis ve protein ifadesi gergeklestirilmistir. Enzim daha
sonra karakterize edilerek 3 boyutlu yapisi ¢oziilmiis ve g¢esitli inhibitdér g¢aligmalart
gerceklestirilmistir. Ancak yapilan biitiin inhibitér ¢alismalarina ragmen, heniiz tam olarak
ucuz, etkin, giivenilir bir ilag tasarlanmasi1 gergeklestirilememistir (Dunn vd., 1996, Turgut-
Balik ve Holbrook, 2001a, Turgut-Balik vd., 2004 , Cameron, 2004).

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda P. falciparum LDH enzimini kodlayan genin C terminaline
6 histidin amino asidini kodlayan gen eklenmis olup pKK223-3 klonlama vektoriine
aktarilarak genin ifadesi yapilmis ve optimizasyon calismalari yapilarak PfLDH enzimi
iretilmistir. Yapiya dayandirilmis ila¢ tasarim caligmalarinin merkez basamaklarin biri
calismada kullanilacak olan proteinin saf olarak elde edilmis olmasidir. Yapmis oldugumuz
calisma ile PfLDH genine, 6 histidin amino asidini kodlayan gen eklenerek gen
amplifikasyonu gergeklestirilmis ve elde edilen DNA klonlanmistir. Klonlanan rekombinant
PfLDH geninin DNA dizi analizi Iontek firmasma yapitirilmigtir. His-tag igeren PfLDH total
proteinin SDS-PAGE ile analizi His-tag icermeyen SDK1 proteini ile karsilastirmali olarak
yapilmig ve bantlasma profillerinde bir fark olmadigr goézlenmistir. IPTG’nin PfLDH
enziminin ifadedeki rolii daha 6nceki galismalarda tespit edilmis olup bu ¢alismada da IPTG
ilavesi ile yiiksek miktarda enzim elde edilmistir. PFLDH genini igermeyen E. coli JM105
hiicrelerindeki enzim aktivitesi 0.012 olarak Ol¢iilmiis iken enzim aktivitelerinin
indiiklenmemis PfLDH i¢in 0.217, indiiklenmis PfLDH i¢in 0.800 oldugu olgiilmiistiir.
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Boylece saflastirma Oncesi olusturulan klonun aktif enzim tasidigi ve tretilen PfLDH
miktarmin IPTG indiiklemesi ile 4 kat artirilabilecegi gosterilmistir. Ayrica elde edilen

sonuglar his-tag ilavesinin proteinin ifadesine bir etkisinin olmadig1 géstermistir.

Bir sonraki agamada ucuna cam yiinii yerlestirilen 5 ml’lik sirmgaya Ni-NTA Agaroz
birakilarak kolon olusturulmustur. His-tag ile isaretlenmis PfLDH enzimi hazirlanmis olan bu
kolon kullanilarak saflastirilmistir. Bu basamak inhibitdr tasarim c¢alismalar1 i¢in hayati
oneme sahip bir basamak olup yapilmig olan tez c¢aligmast sonucunda basar1 ile
gerceklestirilmistir. PFLDH proteini istenilen miktar ve yiiksek saflik oraninda elde edilmistir.
Saflik orani1 6nce SDS-PAGE analizi ile gosterilmis ve daha sonra gergeklestirilmis olan
Western blot analizi ile hem proteinin saflik orani1 onaylanmis hem de saflastirilan proteinin
dogrulugu ispatlanmistir. Western blot sonucunda membranda sadece spesifik bantlarin
oldugu ve bakteriyel kaynakli bantlarin olmadig1 gézlenmistir. Elde edilen saf PfLDH proteini

kullanilarak proteinin K Ve Vmax degerleri hesaplanmustir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda PfLDH proteininin; yiiksek saflikta, ihtiya¢ duyulan miktarda ve
kolay uygulanabilir bir protokol ile elde edilmis olmasiyla; protein, inhibitor tespiti

calismalarinda kullanima hazir hale getirilmistir.
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