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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

PLASMODIUM VIVAX’IN LAKTAT DEHIDROGENAZ ENZIMIiNi
KODLAYAN GENIN iFADE EDILEREK ILGILI PROTEININ
SAFLASTIRILMASI VE ANALIZLERININ YAPILMASI

Abdullah ASLAN

Firat Universitesi
Fen Bilimleri enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

2006, sayfa : 50

Sitma etkeni olan Plasmodiumlar’in mevcut antimalarial ilaglara karst direng
kazanmalar1 yeni ve etkili antimalarial ilaclarin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Bu tezde
Plasmaodium vivax’in laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen C terminaline 6 histidin
amino asidi ilave edilerek ¢ogaltilmis ve pKK223-3 ifade vektoriine aktarilarak genin E. coli’de
ifadesi yapilmugtir. Uretilen bu protein Ni-NTA kit ve Ni-NTA agaroz kullanilarak
saflastirilmis ve kinetik olarak analiz edilmistir. PfLDH’ina karsi iiretilen bir antikor, kinetik
olarak analiz edilen saf PvLDH’1na kars1 test edilmistir ve sonugta iki proteinin de oldukca
benzer oldugu ve PvLDH’1n PfLDH antikoru ile reaksiyon verdigi gozlenmistir. Bu benzerlige
dayanarak PfLLDH enzimi {izerinde yeni antimalarial ilac bulma yo6niinde yapilan calismalarin,
saf olarak elde edilen P. vivax LDH’1 kullanilarak da yapilabilecegi ve benzer sonuclar alinacagi
iimit edilmektedir. Sonug olarak tiirlerden biri iizerinde etkili olacak olan bir ilacin gelistirilmesi

durumunda ayni ilacin diger tiirler iizerinde de etkili olabilecegi beklenmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Sitma, Plasmodium vivax, laktat dehidrogenaz, ifade, saflagtirma.
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ABSTRACT
MASTER THESIS

EXPRESSION OF THE GENE CODING ENZYME LACTATE DEHYDROGENASE
FROM PLASMODIUM VIVAX PURIFICATION OF THE RELATED PROTEIN AND
ITS ANALYSIS

Abdullah ASLAN

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

2006, Page : 50
Increasing resistance of Plasmodium against currently available antimalarials necessitates
development of new and effective drugs. In this thesis; gene encoding lactate dehydrogenase
from Plasmodium vivax was amplified by adding 6 histidines to the C-terminal of the enzyme
prior to expression of the protein in the expression vector pKK223-3, in E. Coli. The
overproduced protein was then purified by using Ni-NTA Spin kit and Ni-NTA agarose and
analysed kinetically. An antibody produced against P/LDH was tested against this kinetically
analysed pure PvLDH protein. It was shown that two proteins were similar enough that PvLDH
reacted with P/LDH antibody. It is expected that the drug design studies applied on PfLDH are
also made applicable on PvLDH after obtaining pure PvLDH protein. As a result it is expected
that, if we develop one antimalarial against one at the Plasmodium species would work against

other species too.

Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, Lactate dehydrogenase, Expression, Purification.
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1 GIRIS

1.1 Sitma

Sitma, anofel cinsi sivri sineklerin kan emerken tasidiklar1 sporozoitleri konukgu
canliya transferiyle bulasan bir infeksiyon hastaligidir. Plasmodium tiirlerinden; Plasmodium
vivax (P. vivax), Plasmodium falciparum (P. falciparum), Plasmodium ovale (P. ovale) ve
Plasmodium malariae (P. malariae) tiirleri insanda sitmaya sebep olmaktadir. Sitmanin
karakteristik belirtileri olarak titreme ile beraber yiiksek ates goriilmekte ve tedavi edilmedikce
bu durum 48 saatte bir tekrar etmektedir [1]. P. vivax, P. falciparum kadar tehlikeli ve oldiiriicii
degildir; buna ragmen insan sagligi iizerinde biiyiik olumsuz etkiler olusturmakta ve infekte
iilkelerde ekonomik yonden ¢ok biiyiik zararlara yol agmaktadir [2]. P. vivax daha ¢ok sicak ve
tropik bolgelerde infeksiyona neden olmakta ve Plasmodium tiirleri icerisinde tiim diinyada en
genis cografi yayilim gostermektedir. P. falciparum, Afrikada ve Gilineydogu Asyanin biiyiik bir
boliimiinde yaygindir [3]. P. vivax, Tropikal Afrika, Asya ve Giiney Amerikada yaygindir [4].
P. ovale yalmizca Bat1 ve Pasifik yerlilerinde infeksiyon olusturur. P. malariae olgusuna ise pek
rastlanmilmamaktadir [3].

Bu bilgiler 1s181inda sitma, artik giiniimiiz insanlarin1 hizla tehdit eden 6nemli bir saglik
sorunu haline gelmistir. Diinya niifusunun % 40’dan fazlasi sitmaya yakalanma riskinin oldugu
yerlerde yasamaktadir. Sitmanin genis bir alana yayilmis olmasi ve her gecen giin bu hastaliktan
Olen insan sayisinin artis gostermesi, tehlikenin boyutunun ne derece ©Onemli oldugunu
gostermektedir [5]. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) verilerine gore yiiz yili askindir sitmay1
kontrol altina almak i¢in gosterilen ¢abalara ragmen geligsmekte olan iilkelerde sitma en 6nemli
saglik problemi olmaya devam etmektedir. Her yil sitmadan 1 milyondan fazla insan 6lmekte ve
107 ilkede yasayan 3.2 milyar insanin ¢ogu risk altinda bulunmaktadir. Bununla birlikte
Afrikanin Alt Sahara bolgesinin biiyiik cogunlugunda bes yas alti cocuklarin % 90’1 sitmadan
hayatin1 kaybetmektedir [6,7].

Ulkemizde 20. yiizyihn ortalarina kadar ¢ok sayida insan sitmaya yakalanmis ve
sitmadan Olmiistiir. Cumhuriyet’in ilanina kadar iilkede ne kadar sitma vakasinin bulundugu
kayitlarda tam olarak gosterilememistir. 1926 yilinda bu hastalik i¢in dikey bir orgiitlenme
olusturularak yogun bir caligmaya girisilmistir. 1940’Ii yillarda DDT’nin de kullanilmaya
baslanmasi, saglik calisanlar1 ve halkin bu konuda duyarli olmasi sonucunda 1970 yilinda
saptanan olgu sayis1 yalnizca 1.260 olmustur. Tiim bu calismalara ragmen sitmaya verilen
Onemin zamanla azalmasi nedeniyle, bugiin istenilen diizeylerin iizerinde vaka tespit
edilmektedir. Eger gerekli onlemler alinmazsa 2000’11 yillarda da sitma, Tiirkiye i¢in 6nemli bir

halk saglig1 sorunu olarak karsimiza ¢ikacaktir [8]. 2000



yilinda yapilan arastirma sonuglarina gére GAP bolgesi niifusu toplam Tiirkiye niifusunun
%9,7’sini olugturmakta ve sitma, bu bolgenin en 6nemli saglik problemi haline gelmektedir [9].

Bunun yaninda sitma etkeni olan Plasmodium’larin antimalarial ilaclara karsi direng
kazanmalari, sitmanin tehlike boyutunu daha ileri asamalara gotiirmektedir. P. f alciparum gibi
P. vivax’inda var olan antimalarial ilaglara kars1 diren¢ kazanmis olmasi her iki tiir i¢inde yeni
ilaglarin gelistirilmesini gerekli kilmistir [2]. Parazitlerin metabolik yollarinda kullandiklar
enzimler, yapiya dayandirilmis ila¢c tasarim c¢alismalarinin ilk hedeflerinden birisidir.
Plasmodium’un glikolitik enzimleri hem yeni antimalarial ilaglar icin hedef molekiiller hem de
hastaligin teshisinde kandaki parazit diizeyini gosteren birer indikator olarak tanimlanmistir
[10,11,12]. Bu amagla ilk olarak P. falciparum’un laktat dehidrogenaz enzimi hedef olarak
secilmistir. Bu enzim sitma parazitinin yasam dongiisii i¢in gereklidir [13]. Yapilan arastirmalar
bu enzim aktivitesinin 6nlenmesi ile parazitin yasaminin sonlandiritlmasinin miimkiin olacagini
gostermektedir [14].

Yapiya dayandirilmis ilag tasarim ¢aligmalarinin uygulanabilmesi amaci ile LDH geni
P. falciparum soylar1 olan KI ve PF FCPR’den klonlanmis [15], gen ifadesi yapilmis [16] ve
enzimin ii¢ boyutlu yapist belirlenmistir [17]. P. falciparum LDH enzimini kodlayan genin
klonlanmasindan sonra P. vivax Belem soyu (Fransa) genomik DNA’sindan laktat dehidrogenaz
enzimini kodlayan gen izole edilmis, klonlanmis ve niikleotit dizisi belirlenmistir [18]. Bu
yiiksek lisans tez calismasinda ise, P. falciparum enzimi iizerinde yapilan yapisal ve kinetik
caligmalarin, yeni antimalarial ila¢ tasarim c¢aligsmalarinda kullanilmak iizere P. vivax LDH
enzimi iizerinde de yapilmasini saglamak amaci ile P. vivax LDH enziminin ifadesi yapilarak

ilgili proteinin saflastirilmasi ve LDH enzim aktivitesinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

1.2 Sitmanin Tedavisinde Yeni Yaklasimlar

Giintimiizde var olan antimalarial ilaclara karsit diren¢ artist g6z Oniinde tutuldugu
zaman yeni antimalariallara duyulan ihtiya¢ hizla artmaktadir [19]. Mevcut ilaclar iizerinde,
kiigiik degisikliklerle yapilan yeni diizenlemeler sonucunda yeni hedeflere karsi etkili yeni
antimalarial ilaclar gelistirilebilir. Yapilan bu yeni diizenlemeler, gelecekte ©nemli yeni
antimalarial ilaclarin gelistirilmesine 1s1k tutacaktir. Ayrica yeni antimalarial ila¢ kesfi icin
kemoterapik ve potansiyel yeni hedefler son yillarda detayli olarak belirtilmistir [19,20,21].

Giintimiize kadar gelistirilen temel antimalarial ilaglar asagida belirtilmistir:



Kininler

Kininler ve onlarla baglantili (aym tiirevli) aril alkollerin kokeni Cinchona kabugunun
bir bileseni olan kinindir. Bu antimalariallarin ilk kullanimi 17. yiiz yilda olmustur [22]. Bu
ilaglara Ornek olarak 4-aminokinin, klorokinin verilebilir. Bu ilaglarin hemoglobinin yikimi
esnasinda olusan serbest hem bilesiginin sitma pigmenti olan hemozoin’e doniisiimiini
engelledigi belirtilmistir [23,24]. Bu reaksiyonda, hemoglobin parazitin erken sizont evresinde
besin kofuluna tasinmakta, burada kiiciik peptitlere ayrilmakta ve sonra parazitin sitoplazmasina
tasinmaktadir. Hemoglobinin yikimi esnasinda hem bilesigi serbest kalmakta ve oksidatif bir
mekanizma ile hemozoin olarak adlandirilan hiicre i¢i sivida ¢oziinmeyen toksik kristallere
doniismektedir [25]. Dolayisiyla bu ilaglar; “hem’’ polimerizasyonu, oksitlenme, glutatyon

bagimli hem yikimi gibi reaksiyonlar1 inhibe etmektedir [26].

Artemisininler

Birkac yarisentetik artemisinin tiirev aktif bilesimi, Cin’de ‘ginghao’ adi verilen ve
geleneksel ates (sicaklik) tedavisi i¢in kullanilan Artemisia annua bitkisinden elde edilmistir Bu
ilaclar (artemeter, arteeter, artesunat), parazitin seksiiel evresindeki gametositlere karsi cok hizli

etkilidirler [18].

Antifolatlar

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

Ayrica bu ilaglar profilaktik amagli olarak da kullanilmaktadir [19].

Atovakon-Proguanil

Son zamanlarda tedavi ve P. falciparum’a karst korunma amacli olarak kullanimi uygun
goriilen bir baglh bilesim atovakon ve proguanil’dir Atovakon, mitokondriyal elektron
taginiminda sitokrom c rediiktaz enzimini inhibe etmektedir. Fakat bu etkiyi tam olarak
proguanil ile birliktelik kuruldugu zaman gostermektedir. Bu birliktelik reaksiyonu hakkinda
pek fazla bilgi olmamasina ragmen bazi verilere gore proguanil ve atovakon mitokondriyal
membranin ¢Okiisiinii saglamaktadir. Ayrica koruma amagli uygulamalar icin proguanil-

atovakon aktivitesi ile



eritrositlerin infeksiyonundan Once parazitlerin yasam evresinin kontrol altina alinabilecegi

belirtilmistir [27].

Glikoliz Inhibitorleri

Sitma parazitleri metabolizmalar1 i¢in gerekli enerjiyi glikoliz ile saglamaktadirlar.
Insan LDH’1 ile parazit (P. falciparum) LDH 1inin yapisal farkliligi nedeni ile insan LDH’1na
kars1 etkili olmayan fakat parazit LDH’ina etki eden spesifik inhibitorlerin iiretilmesi amag
edinilmistir Gossipol, pamuk cekirdeginden izole edilen ve P. falciparum LDH enziminin
inhibisyonunda etkili olan bir maddedir. Ayrica P. falciparum’un LDH enziminden bagka iki
glikolitik enzimi daha calisilmistir. Bu enzimler; fruktoz 1,6 bifosfat aldolaz ve triozefosfat
izomeraz’dir. Bu iki enzimin yapisi da muhtemelen memeli ve parazitte farklilik
gostermektedir. Dolayisiyla bu iki enzim de LDH enzimi gibi spesifik inhibitdr tasarimi icin
temel olusturmaktadir [27].

Tablo 1’de sitmanin tedavisinde etkili olan hedefler ve gelistirilen yeni antimalariallar

belirtilmistir [28].



Tablo1.1 Antimalarial kemoterapi i¢in hedefler

Hedefhilze

Sitozol

Parazit
Ilebran

Bezin kofislu

Iitokonds
Apikoplast

Hiicreler aras

Melkanizma
Folat metabolizmas

Gihikoliz

Protein sentezi
Glutatyon metabolizmas:
[zaret transdiksivon
Bilintmiyor
Fosfolipit sentezi
M ebran tagmm

Hem polimetizasyong
Hemoglobin hidrolizi

Serbest radikal dénidgtimi
Elektron tagim

Protein sentex

DA sentezi
Tratisktipsiyon

Tip I wag asidi biosentes

Izoprencid sentezi
Protein farnezilasyonu
Eritrosit invasyonu

Antibiotikler

Hedef molekiil

Dihidrofiolat rediktaz
Dihidropterat sentetaz
Timddilat sentetaz
Laktat dehidrogenaz
Peptit deformilaz
Sieak-gok protein 90
Glutatyon reditktaz
Protein kinazlar
Kalsiyum-ATPaz
Eaolin transpotter
Tek kanaflar
|Hekzos tagryict
Hemozit
Plazmepsinler
Falsipeinler
Bilinmiyor

Ornek ilaclar

Var olan ilaclar
Primetamin, proguanil
Sulfadoksin, dapson

Artemizininler
Fininler

Florolkinin
Firinler

Artemizininler

Sitokrom-c oksidorediktaz Atovalkon

Apikoplast bozom
DHA giraz

FHA polimeraz

FabH

Fahl/ENER

DOEF rediktoizomeraz
Farnezil transferaz
Bubtilsin serin proteazlar

Tetrasiklinler, Kindardsin

Rif'atupity

Yaygin antibiyotikler bakteriyel protein sentezine karsi

etkilidirler,

Yeni ilaclar
Klorproguanil

S-flororotat
Gossipol tirevier
Altinonin
Geldanamizin
Enmim inhibitétleri
Oksindol tirevleri

G253

Dirildeozit dimerleri
Helzmos thirevleri
Terd knolinler
Proteaz inhibit&rleri
Proteaz inhibitétlen
Teni peroksitler

Tiyolaktomisin
Tiiklozan
Foamidomizin
Peptidomimetiks
Proteaz inhihit &eler

tetrasiklin, doksisiklin ve klindamisin protein biyosentezine etki etmekte ve boylece parazitin

gelisimi engellenmektedir. Kinin tetrasiklin ve kinin doksisiklin Giiney dogu Asya’da birlikte

kullanilmaktadir; fakat Afrika’da kullanimlar sinirlidir, ¢iinkii her iki antibiotik de sekiz yas alti

cocuklar icin sakincalidir. Klindamisin’in ise Oteki antimalariallarla birlikte kullanimi bazi

durumlarda tavsiye edilmektedir [19].

bunlardan



Sekil 1’de sitmanin tedavisinde kullanilan antimalarial ilaglarin etki bolgelerine gore farkh

mekanizmalarda rol oynadiklar goriilmektedir [19].
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Sekil 1.1 Antimalarial ila¢ etki bolgeleri ve Plasmodium falciparum’un bir alyuvar igerisindeki trofozoit
(bir sporozoon’un ergin evresi) sathasi

1.3 Plasmodium vivax’in Laktat Dehidrogenaz Enzimi
Bir¢cok mikroorganizma ve egzersiz halindeki kaslarda oldugu gibi, yeterli oksijeni

bulunmayan bazi yiiksek organizma hiicrelerinde piriivat laktata cevrilir. Pirtivatin NADH

tarafindan indirgenerek laktatin olusumu, laktat dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenir. Bu

reaksiyon asagidaki gibi sematize edilmistir: [29]

CHsz CHsx
Laltat
| dehidrogenaz |
H— C—OH + NAD* = " ©=0 + NADH + H'
| |
o0 coo”
Laktat Pitiirat



LDH, molekiil agirligi 140.000 dalton olan tetramerik bir yapiya sahiptir. Enzim iki
farkli altbirimin iki farkli konfigiirasyonlarinda dizilimi sonucunda olusan 5 izoenzime sahip
olup LDH-1 (H,), LDH-2 (H;M), LDH-3 (H,M,), LDH-4 (HM;) ve LDH-5 (M,) formlar olarak
ifade edilmektedir [30]. Bu izoenzimler kimyasal kompozisyon, kinetik ve immiinolojik
ozellikleri ile birbirinden ayirdedilebilirler [31]. Ozellikle H, ve M, formlar1 farkhi kinetik
ozelliklere sahiptir [30] H4 formu kalp ve karaciger gibi aerobik dokularda bol bulunurken, M,
formu iskelet kasi gibi anaerobik dokularda bol bulunmaktadir [31].

Bu tezde Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen yeni
antimalarial ilaglarin gelistirilmesini miimkiin kilmak i¢in hedef gen olarak belirlenmistir.

Laktat dehidrogenaz enzimi insan sitma parazitlerinin karbohidrat metabolizmasinda
onemli bir rol oynar. Parazit, bu enzim sayesinde glikolizin son {iriinii olan piriivik asidi
doniisiimlii bir reaksiyonla laktik aside cevirmektedir. Dolayisiyla bu enzimin inhibisyonu
parazitin yasaminin sonlandirilmasini saglayacaktir [14]. Ancak ayni enzim hem insanda hem
de parazitte bulundugu icin insan LDH’1nin etkilenmeden kalmasi biiyiik 6nem arzetmektedir.
Bu amagla PfLDH’1n elektroforetik, kinetik ve yapisal olarak insan LDH’indan farkli oldugu
gosterilmis olup bu farkliliklar asagida belirtilmistir:

i) Insan LDH’indan farkli olarak PfLDH yiiksek piriivat konsantrasyonunda inhibe
olmamaktadir [13].

ii) Insan M,-LDH’indan farkli olarak, PLDH 3-asetilpiridin adenin diniikleotit (APAD")
adli koenzimi 0,5 M laktat konsantrasyonunda daha hizli kullanabilme yetegine sahiptir [12].
iii) PfLDH’1n gossilik nitril diasetat ve tiirevleri tarafindan inhibisyona insan LDH’indan
daha duyarl oldugu bildirilmistir [14].

iv) Insan My-LDH’indan farkli olarak PfLDH, aktif bolge halkasinda 5 ilave amino asit
(aspartik asit, lisin, glutamik asit, triptofan, asparagin) icermektedir [32].

Sitma parazitleri metabolizmalar i¢in gerekli olan ATP ihtiyacini glikoliz ile saglarlar.
Sitma parazitleri eseysiz faz siiresince (konukgudaki eritrositik dongiiler arasindaki donem) cok
hizli bir sekilde cogalmalar1 gerektiginden oldukca yiiksek diizeyde enerjiye ihtiya¢ duyarlar.
Hem sitma parazitlerinde hem de yetiskin insan eritrositlerinde ATP’nin temel metabolik kokeni
glikolizdir [33], ¢iinkii sitma parazitleri ve konukg¢u olduklart memeli eritrositleri, etkin bir sitrik
asit dongiisii ve aktif bir mitokondriden yoksundurlar [10,34]. Kullanilan glukozun hemen
hemen tamami glikolizde kullanilmak {iizere olusturulur ve neredeyse tamami laktik asit
olusumu i¢in metabolize edilir [10,35]. P. falciparum sadece bir mitokondriye sahiptir, fakat
heniiz mitokondrinin metabolik rolii tam olarak aciklanamamistir. P. falciparum ile infekte

edilmis



eritrositler, infekte olmamus eritrositlerden yaklasik olarak 100 kat kadar fazla glukoz kullanirlar
[36]. Bu verilerin, anti-glikolitik inhibitér kdkenli antimalariallarin ortaya ¢ikarilmasi yoniinde
yapilacak caligmalara katki saglayabilecegi tahmin edilmektedir.

PALDH geni ilk olarak 1993 yilinda Bzik ve Fox tarafindan Honduras I olarak
adlandirilan soydan izole edilmistir [32]. Daha sonra ayni gen K1 (Tayland) ve PF FCBR
(Kolombiya) soylarindan izole edilmis ve klonlanmistir [15]. Yapilan karsilagtirmalar
neticesinde izole edilen tim bu soylarin LDH geninin niikleotid dizilerinin ayni oldugu
belirlenmistir. Ug soy itibariyle yapilan bu degerlendirmenin tiim soylar i¢in genellenemeyecegi
de bir gercektir.

PfLLDH, amino asit dizisi bilinen diger tiirlerin LDH’lan ile karsilastirllmis ve BsLDH
ile %29, Kopek baligi LDH’1 ile %29, insan M4-LDH’1 ile %31, domuz LDH’1 ile %33, insan
H4-LDH’1 ile %29 oraninda amino asit diizeyinde benzerlik goriildiigii belirlenmistir. Bu
karsilastirmalar yapilirken gozlenen en 6nemli farklilik P.falciparum’un LDH enziminde, insan
LDH enziminden farkli olarak aktif bolgede Serin-108 ve Arjinin-109 amino asitleri arasinda
ilave 5 amino asidin (aspartik asit, lisin, glutamik asit, triptofan, asparagin) var olmasidir [15].
Yapilan X 1511 kristallografi ¢calismalari; bu 5 amino asit ilavesinin enzim yiizeyinde bir yarik
olusturdugunu, insan LDH’1nda ise ayn1 bolgede ilave 5 amino asit bulunmadigi i¢in s6z konusu
bir yarigin olusmadigin1 gostermistir [17]. Bu bolge, ¢esitli enzim inhibitorlerine yer saglayacak
bir potansiyele sahip oldugu icin yeni antimalarial ila¢ tasariminda hedef olarak secilmistir.
[37]. P. falciparum LDH enzimini kodlayan genin klonlanmasindan sonra Plasmodium vivax
Belem soyu (Fransa) genomik DNA’sindan laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen izole
edilmis, klonlanmis ve niikleotit dizisi belirlenmistir [18].

P. falciparum ve P. vivax LDH genlerinin niikleotit dizileri karsilagtirildigi zaman
PLDH ve PvLDH genlerinin niikleotit dizileri arasinda %90 oraninda bir benzerlik oldugu
belirtilmektedir. Bu benzerlige dayanarak; PvLDH geninde de, PfLDH geninde oldugu gibi
aktif bolgede ilave 5 amino asitin bulundugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda PfLDH enziminin
yapisal ve kinetik Ozellikleri iizerinde yapilan calismalarin, PvLDH enzimi {izerinde de
yapilabilecegi ve benzer sonuglar alinacag: iimit edilmektedir. Yapilan son bir ¢calisma bu fikri
desteklemistir. PvLDH proteininin X-1gin1 kristallografisi ile yapi1 analizi ve bazi kinetik
analizleri yapilmis ve bu yap1 esdegeri olan P. falciparum’un proteininin yapist ile
karsilastirilmistir [2]. Her iki enzimin de aktif bolgeleri ve kofaktdr baglanma ceplerinin son
derece benzer oldugu ve PfLDH’da bulunan ilave 5 amino asitin, PvLDH’da da enzim
yiizeyinde bir yarik olusturdugu gozlenmistir. Yiiksek orandaki bu benzerlikler dolayisiyla
genel olarak gelistirilecek olan bir inhibitor ile her iki enzimin de engellenmesinin miimkiin

olacagi fikrini kuvvetlendirmistir.



flag tasarim calismalarinda proteinin fazlaca iiretimi en 6nemli basamaklardan birisidir.
Bu yiiksek lisans tez calismasi, PvLDH geninin ifadesi yapilarak ilgili proteinin saf olarak bolca

iiretilerek yapiya dayandirilmis ilag tasarim ¢aligmalarinda kullanilmasini amaglamaktadir.

2 MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Kimyasal Maddeler ve Enzimler

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan 7ag DNA polimeraz enzimi, tampon
cozelti ve MgCl, soliisyonu Promega’dan, USA; pfu turbo DNA polimeraz enzimi ve tampon
cozeltisi Stratagene’den, USA; DNA’nin kesilmesi i¢in kullanilan EcoRI ve Pstl restriksiyon
enzimleri ve tampon cozeltileri, ligasyon i¢in kullanilan T, DNA ligaz enzimi ve tampon
cozeltisi, Promega’dan, USA; plazmid DNA izolasyonunda kullanilan QIAprep Spin Miniprep
Kit, PvLDH enziminin saflastirilmasinda kullanilan Ni-NTA Spin Kit ve Ni-NTA Agaroz, PCR
iriinlerinin jelde kosturulduktan sonra saflastirilmasinda kullanilan QIAquick Gel Extraction
kit, QIAGEN’den, Almanya, temin edilmistir. Agaroz jel elektroforezi sirasinda DNA
bantlariin molekiil agirliklar1 ve konsantrasyonunun tayininde kullanilan Hyperladder I,
Bioline’dan, USA; Lambda DNA Hind III Digest Amersham-Pharmacia Biotech’ten, USA;
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi sirasinda protein bantlarinin molekiil
agirliklarinin  belirlenmesinde kullanilan Low Molecular Weight (LMW) kalibration kit
Amersham-Pharmacia Biotech’ten, USA, temin edilmistir.

Deneysel calismalarda kullanilan diger biitiin kimyasallar BDH (Germany), Sigma
(Germany), Bio-Rad (USA) ve Merck (UK) ten temin edilmistir.

2.1.2 ifade Vektrii
pKK?223-3 : Pharmacia LKB Biotechnology AB, Upsala, Sweden

2.1.3 Escherichia coli Soylari

JM105: { supE endA sbcB15 hsdrd rpsL thi A (lac-proAB) F’ [traD36 proAB* lacl’ lacZ
AM15] }

DHSa: { supE44 AlacU69 (¢80 lacZ AM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl}



2.1.4 Bakteriyolojik Gelisim icin Besiyerleri

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2x YT) Buyyon

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

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Agar

Maya ekstrakti 10 g/l
Tripton 16 g/l
NaCl 5¢g/l
Agar 15 g/l

Minimal agar

2x Minimal Tuzlar 500 ml/1
% 3.3 Agar 500 ml/1
% 20 Glukoz 10 ml/1
% 20 MgS04.7TH,O 1 ml/1

% 0,1 Tiamin Hidrokloriir 0,5 ml/1

2x Minimal Tuzlar

K,HPO, 14 g/l
KH,PO, 6 g/l
(NH4),S0,4 2¢/1
Sodyum Sitrat 1 gl
MgS0,.7H,0 0,5 g/l
Amfisilin

100 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir (filtre ile sterilize edilir).

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG)
20 mg/ml (filtre ile sterilize edilir).
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2.1.5 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

Agaroz jel icin SAB (Sample Amplification Buffer)

Siikroz 4 g/10 ml
2 M Tris HCI 0,5 ml/10 ml
0.5 M EDTA 2 ml/10 ml
Bromofenol Mavisi 4 mg/10 ml

Kristal Viyole (CV) Soliisyonu
dH,O ile 5 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir. Hazirlanan soliisyon karanlik bir ortamda

muhafaza edilir.
SAB + CV Soliisyonu
Gliserol 50 ml/1

Kristal Viyole 2 pg/ml

Bis-Tris Soliisyonu

0.02 M Bis-Tris 4,184 g/l
0.05 M KC1 3,725 ¢/l
pH: 6.0

Ca(l, Soliisyonu

100 mM CaCl,.6H,0O 21,9 g/l

5 mM MgCl,.6H,0 1,02 g/1

5 mM Tris HCI (pH: 7.6) 5 ml/l (1 M pH: 7.6 olan stok Tris HCI ¢6zeltisinden)

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

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

dH,0 ile 1x TAE’ye seyreltilerek ¢aligmalarda kullanilir.
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SDS-PAGE i¢in 5x Tank (yiiriitme) Tamponu (5x Running Buffer)

0,025 M Trizma Base 15 g/ml
0,192 M Glisin 72 g/ml
9%0.1 SDS 5¢g/l

dH,0 ile 1x Running buffer’a seyreltilerek calisma soliisyonu hazirlanir ve calismalarda 5 defa

ayn1 tampon kullanilabilir.

SDS-PAGE i¢in Ornek Uygulama Tamponu (SAB: Sample Amplification Buffer)

% 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 Bromofenol Mavisi 0,005 g/10 ml

SDS-PAGE Sonrasi Protein Boyama Soliisyonu

% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi 0,1 g/100 ml
% 40 Metanol 40 m1/100 ml
%10 Glasiyal Asetik Asit 10 ml/100 ml

SDS-PAGE Sonrasi Boya Giderici (Destaining) Soliisyon
% 5 Metanol 5 ml/100 ml
% T Asetik Asit 7 ml/100 ml

Western Blot Transfer Tamponu

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

PBS (Phosphate Buffered Saline)
0,15 M NaCl 900 ml/l
0,1 M Na,HPO, (pH: 7.4) 100 ml/l
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PBS Tween 20
PBS 1000 ml
Tween 20 2ml

% 5’lik Siit tozu
Yagsiz siit tozu 5¢
PBS Tween 20 100 ml’ye tamamlanir.

2.1.6 Primerler
Plasmodium vivax’ i laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan genin ifade edilerek ilgili
proteinin saflastirilmasi ve analizlerinin yapilmasi icin MWG tarafindan Almanya’da

sentezlenmis olan asagidaki primerler kullanilmistir.

Pyv7: 5-GCC GAC CCG GAA TTC ATG ACG CCG AAA CCC AAA ATT GTGC-3
EcoRI
Bu primer, PvLDH’1n 5’ucunun tamamlayicist olup, basinda EcoRI restriksiyon enzimi kesim

bolgesini tasimaktadir.

Pyv15: 5'-TTT TCT _GCA GTT AGT GAT GGT GAT GGT GAT GAA TGA GCG
CCT TCA TCC-3' Pstl

Bu primer, PvLDH’1n 3’ucunun tamamlayicisi olup, Pstl restriksiyon enzimi kesim bolgesini
tasimaktadir. Pv15 primeri 6 histidin amino asidi ilave edilerek sentezlenmistir. Bdylece bu
primerler kullanilarak PvLDH geni 6 histidin ilave edilmis olarak PCR ile cogaltilip
isaretlenecektir. flave edilen bu dizi isaretlenmis olan PvLDH geninin ifadesi sonrasinda

iiretilecek olan PvLLDH proteininin saflastirtlmasini kolaylastirmis olacaktir.

2.2 Metod

2.2.1 Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA igeren E.coli bakteri soyu 100 mg/ml amfisilin iceren ¢ift kuvvetli (2x)
YT agar besiyerinde gelistirilir. Secilen kolonilerden bir tanesi steril bir kiirdan yardimiyla 100
mg/ml amfisilin i¢eren 5 ml 2x YT buyyona aktarilir, bir gece 37°C’de ve 100 rpm’de inkiibe
edilir. 1,4 ml
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bir gecelik kiiltiir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinir ve DNA Mini Prep Kiti kullanilarak
izole edilir [38].

2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PvLDH enzimini kodlayan genin amplifikasyonu asagidaki reaksiyon sartlarinda yapilmistir.

10x Pfu DNA Polimeraz Tamponu 5 wl (enzim ile beraber verilmistir).

dNTP’ler 5 pl (stok; her biri 10 mM olan dNTP’lerden 10’ar pl ve 10 pl
dH,0)

5’primeri (Pv 7) 1 pl (stok; 50 pmol/pl)

3’primeri (Pv 15) 1,22 pl (stok; 41 pmol/pl)

Kalip DNA 1 ul

Pfu DNA Polimeraz 1 pl (stok; 2,5 iinite/pl)

Steril dH,O 35,8 ul (son hacim 50 pl olacak sekilde)

Amplifikasyon, Pfu DNA Polimeraz enzimi ilave edilmeden énce 95°C’de 5 dakika,
72°C’de 5 dakika, enzim ilave edildikten sonra ise 94°C’de 1,5 dakika, 55°C’de 2 dakika,
72°C’de 2 dakika ve 25 dongii olarak gergeklestirilmistir.

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi
Elektroforez sonrasi jeldeki DNA bantlarinin goriintillenmesi ve jelden saflastiriimasi

amacina bagl olarak iki farkli agaroz jel elektroforezi yapilmistir:

2.2.3.1 Etidyum Bromiir ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

% 1 agaroz igeren 1x TEA tampon ¢ozeltisi kaynatilir. Oda sicakhiginda 55-65°C’ye
kadar sogutulur. Bu arada jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir, taraklar diizgiin bir sekilde
yerlestirilir. Jeli tepsiye dokmeden once etidyum bromiir ilave edilir (30 ml % 1’lik agaroz jel
icin 1,5 pl etidyum bromiir). Jel tepsiye dokiiliir ve katilasmasi beklenir. Katilastiktan sonra
tarak cikartilir. Jel iizerindeki kuyucuklara yerlestirilecek olan DNA orneklerine 2 pl SAB ilave
edilir. Elektroforez, rutin agaroz jeller icin 40-60 mA, diisiik erime noktali jeller i¢in 30-40
mA’de bromofenol mavisi yaklasik olarak jelin 2/3’iine ulasincaya kadar siirdiiriiltir. Jel
ortaminda DNA’lar molekiiler agirliklarina bagli olarak bir ayirima tabi tutulurlar. Elektroforez
sonrast DNA bantlart 254-312 nm dalga boyunda UV (ultraviyole) transilluminatoriinde
goriintiilenir. Etidyum bromiir DNA’ya baglanarak UV 1s1k altinda floresan etki gostermektedir.
Bu sayede ¢ok diisiik miktarlardaki DNA’nin bile varligini belirlemek miimkiin olmaktadir [39].
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2.2.3.2 Kristal Viyole ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

% 1 agaroz igeren 1x TAE tampon ¢ozeltisi kaynatilir. Oda sicakliginda 55-65°C’ye
kadar sogutulur. Bu arada jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir, taraklar diizgiin bir sekilde
yerlestirilir. Jeli tepsiye dokmeden once son konsantrasyon 2 pg/ml olacak sekilde kristal viyole
(CV) ilave edilir. Jel tepsiye dokiiliir ve katilasmasi beklenir. Katilastiktan sonra tarak ¢ikartilir.
Jel iizerindeki kuyucuklara yerlestirilecek olan DNA 6rneklerine 2 pl SAB + CV ilave edilir.
Elektroforez, 2 pg/ml kristal viyole iceren 1x TAE tampon c¢ozeltisi ile 40-60 mA’de
gerceklestirilir. Elektroforez siiresince DNA bantlarinin ayirimi izlenir. Bantlar jelin 2/3’iine
ilerleyinceye kadar elektroforez islemine devam edilir. DNA bantlar1 beyaz 1sik kutusunda

goriintiilenir [40].

2.2.4 DNA’min Jelden Geri Kazanilmasi

Elektroforez sonrasi DNA bantlar1 dilimler halinde jelden kesilerek 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipti icerisine birakilir ve DNA, QIAquick jel ekstraksiyon kiti kullanilarak
saflagtirilir [41].

2.2.5 PvLDH Geninin Alt Klonlamasi ve ifadesi

Plasmodium vivax’ i laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan genin ifade edilerek ilgili
proteinin saflastirilmasi ve analizlerinin yapilmasi ¢alismasinda daha 6nceden klonlanmis olan
PvLDH geni [18] bir vektorden bir bagka vektore (pKK223-3) aktarilarak alt klonlama islemi
yapilmis, PvLDH genini iceren pKK223-3 ifade vektorii de JM105 ve E.coli bakteri soylarina
aktarilarak PvLDH geninin ifadesi yapilmis ve boylece PvLDH proteini elde edilmistir.

2.2.5.1 PCRle C Terminaline 6 Histidin Amino Asidinin Eklenmesi
PCR ile PvLDH geninin C terminaline 6 histidin amino asidi ilave edilip PvLDH geni

isaretlenerek cogaltilmistir. PCR reaksiyonu sartlari agagida verilmistir:

10x Pfu Tamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir).

dNTP’ler 5 pl (stok; her biri 10 mM olan dNTP’lerden 10’ar pl ve 10 pl
dH,0)

5’primeri (Pv 7) 1 pl (stok; 50 pmol/pl)

3’primeri (Pv 15) 1,22 pl (stok; 41 pmol/pl)

Kalip DNA 1w

Pfu DNA Polimeraz 1 pl (stok; 2,5 iinite/pl)

Steril dH,O 35,8 ul (son hacim 50 pl olacak sekilde)
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Amplifikasyon, Pfu DNA polimeraz enzimi ilave edilmeden 6nce 95°C’de 5 dakika,
72°C’de 5 dakika, enzim ilave edildikten sonra ise 94°C’de 1,5 dakika, 55°C’de 2 dakika,
72°C’de 2 dakika ve 25 dongii olarak gergeklestirilmistir.

2.2.5.2 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi
DNA ornekleri ve ifade vektorii pKK223-3, EcoRI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz

enzimleri ile kesilerek birlestirmeye hazir yapiskan uglar olusturulmustur. Reaksiyon sartlari

asagidaki gibidir:
PvL.DH pKK223-3

DNA 30 ul Sul
10x Tampon H (enzim ile beraber verilmistir) 4 ul 2ul
EcoRI (stok 12 tinite/pl) 2 ul 2ul
Pst1 (stok 10 tinite/ul) 2ul 2ul
Steril dH,O 2ul oul
Toplam 40 ul 20 pl

Reaksiyon 37°C’de su banyosunda 1,5 saatte gerceklestirilir. Daha sonra DNA 6rnekleri
kristal viyole ile boyal1 agaroz jelde kosturulur, jelde gozlenen DNA ornekleri QIAquick jel
ekstraksiyon kiti kullanilarak jelden saflastirilir [41].

2.2.5.3 Klonlanacak Olan DNA ve Vektor DNA’simin Birlestirilmesi (Ligasyon)
DNA orneklerinin konsantrasyonlar1 dikkate alinarak degisik insert: vektor oranlarinda

ligasyonlar yapilmistir. Ligasyon bilesenleri asagida verilmistir:

1:3 oram 1:1 oram 3:1 oram
10x Ligasyon Tamponu 1l 1l 1l
Insert 0,7ul 2 ul 6 ul
(33 ng) (100 ng) (300 ng)
Vektor 0,7ul 0,7ul 0,7ul
(100 ng) (100 ng) (100 ng)
T4 DNA Ligaz (stok 3 u/ul) 1w 1w 1w
Steril dH,O 6,6 ul 53 ul 1,3 ul
Toplam 10 pl 10pd 10
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Ligasyon ,orneklerin 4°C’de bir gece bekletilmesiyle gergeklestirilir.

2.2.5.4 Kalsiyum Kloriir Etkilesimi ile Kompetant E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E.coli hiicreleri minimal agarda 37°C’de bir gece inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi tek
bir koloni steril bir kiirdan yardim ile alinir, 5 ml 2 x YT buyyon igerisine konur ve 37°C’de
calkalamali etiivde 100 rpm’de bir gece (ON) inkiibe edilir. Bir gecelik kiiltirden 500 pl
alinarak 250 ml’lik erlendeki 50 ml 2 x YT buyyona inokiile edilir. ODgg,’deki hiicre yogunlugu
0,3-0,4 arasinda bir degere ulasincaya kadar inkiibe edilir. Kiiltiir belirtilen yogunluga ulasinca
iki falkon tiipiine boliiniir. 25 mI’lik kiiltiiriin her biri 5000 rpm’de 5 dakika boyunca 4°C’de
santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriiliir. Stipernatant dokiiliir. Pelet {izerine 25 ml CaCl, soliisyonu
ilave edilerek c¢oziiliir, 30 dakika buz icerisinde bekletilir, bu siire icerisinde bir-iki kez ¢ok
yavag bir sekilde karigtirthir. 5000 rpm’de 5dk 4°C’de santrifiij edilir. Bu asamada tiipleri
sarsmamaya dikkat edilir. Siipernatant dokiiliir, pelet 1ml CaCl, soliisyonunda ¢oziiliir ve buz
igerisinde 1.5-2 saat bekletilir. Boylece kompetant hiicreler hazirlanmis olur. Buz icerisinde
bekletilen hiicreler ya hemen transformasyonda kullanilir ya da sonra kullanilmak iizere sivi

nitrojen icerisinde gliserol stoku hazirlanarak -70°C’de saklanir [39].

2.2.5.5 Transformasyon

Ligasyonu yapilmig Ornegin iizerine hazirlanan kompetant hiicreden 200 pl ilave
edilerek 30 dakika buzda bekletilir. Bu siire icerisinde ara sira karigtirilir. Daha sonra 42°C’deki
su banyosunda 90 saniye bekletilerek sicak soku uygulanir. Hemen 300 pl 2 x YT buyyon
tiiplere ilave edilir. Cok iyi bir sekilde karigtirtlir. 30 dakika 37°C’de etiivde inkiibasyona
birakilir ve daha sonra 100 mg/ml amfisilin igeren 2 x YT agar’a ekim yapilir [39] ve 37°C’de
bir gece bekletilir.

2.2.5.6 Koloni PCR

Alt klonlama sonras1 besiyeri {izerinde gelisen bir koloniye steril bir kiirdan yardimi ile
dokunulur ve kiirdan, igerisinde 50 pl steril dH,O bulunan bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilir.
Koloni kalintis1 kiirdandan tamamen ayrilincaya kadar kiirdan su igerisinde cevirilir. Daha sonra
ornek 10 dakika kaynatilir, 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonras: iistte kalan

stipernatantin 10 pl’si kalip olarak kullanilip asagida sartlar1 verilen reaksiyon gerceklestirilir:
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Tag Tamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir)

MgCl, 3 ul (stok; 25 mM)

dNTP’ler 5 pl (stok; her biri 10 mM olan dNTP’lerden 10’ar pl ve 10 pl
dH,0)

5’ Primeri (Pv 7) 1 ul (stok; 50 pmol/pl)

3’ Primeri (Pv 15) 1,22 pl (stok; 41 pmol/pl)

Kalip DNA 10 ul

Tag DNA Polimeraz 0,5 pl (5 u/pl)

dH,O 24,5 wl (son hacim 50ul olacak sekilde)

Amplifikasyon 94°C’de 1,5 dakika, 55°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 25 dongii

olarak gergeklestirilmistir.

2.2.6 PvLDH Enziminin Analizi

2.2.6.1 PvLDH Enziminin Aktivitesinin Tayin Edilmesi

PvLDH genini igeren E.coli hiicreleri 100 mg/ml amfisilin iceren 2 xYT buyyon
icerisinde 37°C’de calkalamali etiivde 100 rpm’de bir gece inkiibasyona birakilir. Bir gecelik
kiiltiirtin 500 pl’si 100 mg/ml amfisilin iceren 50 ml 2 x YT buyyon igerisine inokiile edilir.
Hiicre yogunlugu 37°C’de calkalamali etiivde 100 rpm’de ODgy: 0,6’ya ulagincaya kadar
inkiibasyona birakilir. Hiicre yogunlugu 0,6’ya ulasinca 0,5 mM IPTG ilave edilerek hiicrelerin
ifade yetenegi arttirilir ve daha sonra belli araliklarla (1 saat, 2 saat, 3 saat, bir gecelik) kiiltiir
ornekleri alinir.

1 ml kiltir 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. Pelet 500 ul TEA (pH: 7.5)
icerisinde ¢oziiliir. Hiicreler, sonikator (Bandelin Sonopuls, Almanya) ile gii¢c 2’de iki defa 10
saniye parcalanir (iki 10 saniye arasinda 5 saniye durularak sonikasyon yapilir). 5 dakika buz
icerisinde bekletilir, 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatant, LDH aktivitesinin
Olciimii i¢in temiz bir tiipe alinir [16].

PvLDH enziminin aktivitesinin oOl¢iilmesi, UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’1n NAD" ye ¢evrilmesi ile 340 nm’deki (A Asy/dakika) absorbans degisim
orani takip edilerek yapilir. Aktivite 6l¢iim reaksiyonu 50 mM KCI iceren 20 mM Bis-Tris
soliisyonu (pH: 6.0) ile 25°C’de gergeklestirilir. Reaksiyon i¢in 500 mM piriivat ve 50 mM
NADH kullanilir. 1 ml’lik kiivete piriivat ve NADH soliisyonlar1 birakilir ve en son enzim
ilavesi ile reaksiyon baglatilir. Aktivite, 10 mM ve 1 mM piriivat konsantrasyonlarinda 6lgiiliir

[16]. LDH aktivite ol¢iimleri 3 defa tekrar edilmistir.
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2.2.6.2 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilarak
yapilmistir. Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan jel asagidaki gibi hazirlanmistir [42].

Ayirma Jeli (separating)’nin Hazirlamsi (% 12)

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

Yiikleme Jeli (stacking)’nin Hazirlams1 (% 4)

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

Ornekler kuyulara yiiklenmeden 6nce esit miktarda SDS-PAGE SAB boyasi ilave
edilerek 5 dakika kaynatilir. Elektroforez icin 1 x tank tamponu kullanilir ve proteinlerin jeldeki
hareketinin izlenmesini saglayan boyaya (bromofenol mavisi) ait mavi bant, jelin sonuna
gelinceye kadar 20 mA akim uygulanir. Elektroforez sonrasi jel, oda sicaklifinda yarim saat
stireyle Coommasie mavisi ile boyanir ve sonrasinda jeldeki protein bantlar1 goriiniir hale
gelinceye kadar boya uzaklastiric1 soliisyon ile yikanir. Jeller, fotograflari alindiktan sonra jel

kurutma sistemi ile kurutularak saklanir [42].

2.2.6.3 PvLDH Enziminin Saflastirilmasi

Saflastirma oncesi PvLDH genini iceren E.coli hiicreleri ekspresyon kiiltiirii hazirlamak
icin 100 mg/ml amfisilin iceren 2 xYT buyyon icerisinde 37°C’de calkalamali etiivde 100
rpm’de bir gece inkiibasyona birakilir. Bir gecelik kiiltiiriin 833 pl’si 1:6 oraninda (30ml 2 xYT
buyyon icin 500 pl kiiltiir) 100 mg/ml amfisilin igeren 50 ml 2 x YT buyyon igerisine inokiile
edilir. Hiicre yogunlugu 37°C’de ¢alkalamali etiivde 100 rpm’de ODgq: 0,6’ya ulagincaya kadar

inkiibasyona
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birakilir. Hiicre yogunlugu 0,6’ya ulasinca 1 mM IPTG ilave edilir ve bundan sonra 5 saat ve
bir gecelik kiiltir ornekleri alimr. Ornekler 4000 RCF’de 15 dakika santrifiijlenir [43].
Stipernatant dokiiliir. Pelet yapilacak olan saflastirma yontemine gore igleme tabi tutulur. Bu
caligmada farkli soliisyonlar denenerek sonuglar bu metodlara gore degerlendirilmis ve sonuclar

boliimiinde tartisiimustur.

2.2.6.4 Western Blot ile PvLDH’1n Pf/LDH’1na Olan Benzerliginin Test Edilmesi

Wild-type (Yabanil tip) PALDH (WT-PfLDH) proteini ile hazirlanan emiilsiyonun Yeni
Zelanda beyaz tavsanlarina enjeksiyonu ile elde edilen antikorlar [16]. P. vivax’a karst da
denenmis ve iki LDH’1n benzerlik oran1 immunolojik olarak test edilmistir.

Blotlama 6ncesinde SDS-PAGE ile Bolim 2.2.6.2’da anlatildig1 gibi proteinlerin jelde
ayrilmasi saglanir. Immobilon-P transfer membran1 (Milipore) jel biiyiiligiinde kesilir. Filtre
kagitlari ile birlikte 1 saat transfer tamponu icerisinde bekletilir. Elektroforez sonrasinda jel 15
dakika transfer tamponu icerisinde bekletilir. Western blota 6zgii kasetin kapag acilir. Alt tarafa
filtre kagidi ve onun iizerine jel yerlesitirilir. Hava kabarcigi kalmamasma dikkat edilerek
membran ve tekrar bir filtre kagidi yerlestirilir. Kasetin kapagi kapatilir ve elektroforez tankina
yerlestirilir. Tanka buz {initesi yerlestirildikten sonra transfer tamponu doldurulur ve gii¢
kaynagina baglanarak 100 V’da 1 saat akim verilir. Blotlama manyetik karistiric1 iizerinde
yapilarak 1sinin diizenli dagilmasi saglanir. Blotlama sonrast membran, PBS Tween 20°de 10
dakika yikanir. % 5°lik yagsiz siit tozu igerisinde 4°C’de bir gece bloklama yapilir.
Bloklamadan sonra PBS Tween 20°de 10 dakika yikanir. % 5’lik siit tozu ile 1/1000 oaninda
seyreltilmis primer antikor ilave edilir. Oda sicakliginda 1 saat bekletilir. 10 dakika PBS Tween
20’de yikama iglemi 3 defa tekrar edilir. % 5’lik siit tozu ile 1/1000 oraninda seyreltilmis
sekonder antikor ilave edilir. Oda sicakliginda 1 saat bekletilir. Yine ayn1 sekilde 10 dakika PBS
Tween 20°de yikama islemi 3 defa tekrar edilir. Yikama sonrasinda 60 mg 3,3’-
Diaminobenzidin (DAB), 100 ml PBS, 100 pl H,0, icerisinde bantlar belirinceye kadar

bekletilir. Daha sonra dH,O icerisine alinarak reaksiyon durdurulur [44].
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3 BULGULAR ve TARTISMA

3.1 PvLDH Geninin Alt Klonlamasimin Yapilmasi ve Proteinin ifade Edilmesi

3.1.1 PCR ile C Terminaline 6 Histidin Amino Asidinin ilave Edilmesi

Bu reaksiyonda Pv7 ve iizerinde 6 adet histidin tasiyan Pv15 primerleri kullanilarak
Materyal ve Metod’da sartlar1 verilen PCR yapilmig ve bu reaksiyon sonrasinda PvLDH geninin
C terminaline (3' ucuna) 6 histin amino asidi ilave edilmistir (Sekil 3.1). 6 histidin amino
asidinin ilavesi PvLDH geninin ekspresyonu sonrasinda iiretilecek olan PvLDH proteininin
QIAGEN NI-NTA Spin kit ve NI-NTA Agaroz ile saflastirilmasini miimkiin kilacaktir. Ilave
edilen bu histidin dizisi, nikel iyonlan ile bir reaksiyon sonucu sikica baglanarak PvL.DH
proteininin kolona tutunmasini saglayacak ve proteinin saflastirilmasini kolaylastirmis olacaktir

[43].

Sekil 3.1 Pv7 ve Pv15 primerleri kullanilarak gerceklestirilen PCR 6rnekleri Hatlar: (1) Markir
(Hyper Ladder I), (2) PvLDH.

PCR sonrasi agaroz jelde kosturulan oOrneklerden DNA saflastirmasi yapilarak C
terminalinde 6 histidin iceren PvLDH geni geri kazanilmistir. Hem PvLDH geni hem de genin
aktarilacagi pKK223-3 vektorii EcoRI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleri (RE) ile
kesilmis yapiskan uglar olusturularak ligasyona hazir duruma getirilmistir. Ligasyon, T4 DNA
ligaz enzimi yardimi ile klonlanacak olan genin ( PvLDH) vektor DNA’sinin igerisine
aktarilmasidir. Ligasyon 4°C’de bir gecelik inkiibasyon ile saglanmistir.

Ligasyon sonrasi elde edilen rekombinant DNA (pKK223-3 vektorii + PvLDH geni) ve
pozitif kontrol i¢in hi¢ bir gen icermeyen pKK223-3 vektorii E. coli JM105 hiicrelerine

aktarilmistir. Transformasyon sonrasinda secilen bazi kolonilerin PYLDH genini tasiyip
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tasitmadiklarini belirlemek icin koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR sonras1 6rnekler % 1’lik
agaroz jel’de yiiriitiilmiis ve jelde klonlanan genin biiyiikliigtinde bir bant goriilmiistiir. Goriilen
bu bant se¢ilen koloninin bu geni tasidigini dolayist ile transformasyon isleminin gerceklestigini
gostermektedir (Sekil 3.2).

1 2 3 4

Sekil 3.2 Koloni PCR sonras1t DNA bantlarinin jelde goriintiilenmesi.
Hatlar: (1,2 ve 3) PvLDH; (4) Markir (Hyper Ladder I).

3.1.2 PvLDH Geninin E. coli JM105 Soyunda ifade Edilmesi

E. coli JM105 hiicrelerine aktarilan PvLDH geninin ifade edilip edilmedigini kontrol
etmek igin geni igeren E. coli JM105 hiicrelerinin ekstraktinin analizi yapilmistir. Bunun igin
hiicreler logaritmik faza (ODggp: 0,6) ulasinca indiikleyici madde olarak 0,5 mM IPTG ilave
edilerek genin ekspresyonu tesvik edilmistir. Bu asamadan sonra belli araliklarla alinan kiiltiir
orneklerinin SDS-PAGE ile analizi yapilmis ve genin ifadesinin gerceklestirildigi gdzlenmistir
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 PvLDH’in iiretildigini gosteren ifade jeli. Hatlar (1)
Markar; (2) E. coli siipernatant hiicreleri; (3) E. coli pelet hiicreleri;
(4, 5) PvLDH total proteini; (6, 7) PvLDH siipernatant fraksiyonu;
(8, 9) PvLDH pelet fraksiyonu; (10) insan saf LDH proteini.

3.1.2.1 IPTG indiiklemesi ve PvLDH Proteininin ifadesindeki Rolii

IPTG, laktoz analogu olup lac operonunda transkripsiyonu indiiklemektedir [39].
Ortamda laktozun yoklugunda Lacl proteini operatér bolgeye baglanarak lac proteininin
transkripsiyonu onlenmektedir. Ortamda laktoz varsa, laktoz, lac 1 inhibitoriine baglanir ve lac
proteinlerinin {iretimine izin verilir. Bu nedenle E. coli, ortamda sadece laktoz oldugu zaman
laktozu metabolize edici proteinlerini sentezlemektedir [45].

Sekil 3.4’de goriildiigii gibi laktoz analogu olan IPTG, E. coli hiicreleri aktarilmis kiiltiir
ortamina ilave edildigi zaman lac promotordan T7 RNA polimeraz enzimi transkripsiyonla
sentezlenmektedir. Sentezlenen T7 RNA polimeraz enzimi, plazmid vektorii tizerindeki gec lac
promotor bolgesini taniyarak genin yiiksek oranda transkripsiyonunu katalizlemekte [46] ve

boylece IPTG ilavesi ile PvLDH enziminin yiiksek oranda iiretilmesi tesvik edilmektedir.
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Sekil 3.4 Kiiltiir ortamina IPTG ilavesi ile PvLDH enzim iiretiminin tesvik edilmesi.

3.1.2.2 Farkh IPTG Konsantrasyonunun PvLDH Enzim AKktivitesine Etkisinin Test
Edilmesi

Proteinin ifadesine farkli IPTG konsantrasyonlarimin etkisini test etmek icin, PvLDH
genini iceren E. coli JMI105 hiicreleri logaritmik faza (ODgg: 0,6) ulaginca 0.2, 0.4, 0.5, 1,2
mM IPTG ayr ayr kiiltiirlere ilave edilmis ve bu agsamadan sonra belli araliklarla (1 saat (h), 2
h, 3 h, 4 h, 5h, 6 h, 7 h ve bir gecelik (ON) kiiltiirlerden 6rnekler alinmig ve bu 6rneklerin
siipernatant fazi hazirlanmistir. Elde edilen bu siipernatant fazlar kullanilarak spesifik LDH
aktivitesi, 340 nm’de NADH 1n NAD"’ye doniisiimiiniin sebep oldugu absorbans degisiminin
orani gozlemlenerek tespit edilmistir ve aktivite 6l¢iimiinde 1 mM piirivat kullanilmistir. Hicbir
gen icermeyen E. coli JM105 hiicreleri ve PvLDH genini igeren, ancak IPTG indiiklemesi
yapilmayan hiicreler de kontrol gurubu olarak kullanilmistir. Degisen IPTG konsantrasyonu ve
stireye gore spesifik PvLDH aktivitesi Olciilmiis ve dlctimlerin herbiri 3 defa tekrar edilerek elde

edilen degerlerin ortalamalari1 Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1 Degisen IPTG konsantrasyonu ve siireye gore spesifik PvLDH aktivite dl¢lim sonuglari

IPTG konsantrasyonu (mM)
JM105 NI 0.2 0.4 0.5 0.6 1 2
1h 0.008 0.014 0.032 0.030 0.079 0.030 0.057 0.051
2h 0.012 0.018 0.058 0.058 0.062 0.046 0.067 0.066
3h 0.090 0.036 0.089 0.090 0.088 0.072 0.104 0.093
4h 0.016 0.040 0.096 0.100 0.093 0.089 0.111 0.102
5h 0.015 0.047 0.107 0.114 0.109 0.098 0.165 0.144
6h 0.013 0.051 0.124 0.139 0.134 0.113 0.167 0.152
7h 0.014 0.062 0.144 0.159 0.154 0.135 0.282 0.252
ON 0.026 0.094 0.301 0.305 0.310 0.277 0.379 0.325

Tablo 3.1’de goriildiigii gibi elde edilen veriler degerlendirilerek en yiiksek enzim
aktivitesi 1 mM IPTG konsantrasyonunda kiiltiiriin bir gece siireyle gelistirilmesi sonucunda
elde edilmis ve bu sartlar bol mikarada PvLDH proteininin tiretimi i¢in ideal sartlar olarak

belirlenmigtir. Bu sonuglar Sekil 3.5’de daha agik olarak goriilmektedir.

indiikleme zamani ve IPTG konsantrasyonunun LDH
uretimi Gizerine olan etkileri

g O,C;’g —e— JM105
2 03 —= NI

i 0,25 ——1

é 0,2 0.2

x 0,15 0,4
w01 ——0,5
8 0,05 o

0

1 2 3 4 5 6 7 ON

indiikleme Zamani (saat)

Sekil 3.5 Degisen IPTG konsantrasyonu ve siireye gore spesifik PvLDH aktivite 6l¢iim grafigi.
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3.1.2.3 Farkh IPTG Konsantrasyonunun Hiicre Yogunluguna Etkisi

Bolim 3.1.5.3’de anlatildigi gibi IPTG ile indiiklenmis aym kiiltiirlerden ve kontrol
gurubu olarak kullanilan kiiltiirlerden logaritmik fazdan sonra belli araliklarla (1 h, 2 h, 3 h, 4 h,
5h, 6 h, 7 h ve ON) kiiltiirlerden 1 ml 6rnekler alinmis ve spektrofotometrede ODgoy’de hiicre
yogunluklar dl¢tilmiistiir. Tablo 3.2°de de goriildiigii gibi hi¢cbir gen icermeyen JM105 hiicreleri
ve PvLDH genini iceren ancak IPTG indiiklemesi yapilmayan hiicrelerin yogunlugu siireye
bagli olarak paralel bir sekilde artmistir. Aymi sekilde PvLDH genini iceren ve farkli
konsantrasyonlarda IPTG ilave edilen hiicrelerin yogunlugu da siireye baglh olarak paralel bir
sekilde artmistir. Bu veriler hiicre yogunlugundaki artisa paralel olarak enzim aktivitesinin de
arttigin1  desteklemekte ve en yiiksek hiicre yogunluguna bir gecelik gelisme sonucunda
ulagilmaktadir. Bu sonuglar 1 mM IPTG uygulamasi yapildigi zaman bir gecelik gelisme
sonunda en yiiksek aktivitenin elde edilmis oldugunu gosteren Tablo 3.1 ve Sekil 3.5 ile uyum
icerisindedir. Bu uygulama ile kinetik ve yapi analizi ¢alismalarinin gerektirdigi fazla protein

iiretiminin ideal sartlar1 belirlenmistir.

Tablo 3.2 Degisen IPTG konsantrasyonu ve siireye gore hiicre yogunluklariin dl¢iimii.

IPTG 1hr 2 hrs 3 hrs 4 hrs 5 hrs 6 hrs 7 hrs O.N

(mM) OD600 OD 600 OD600 OD 600 OD 600 OD600 OD600 ODﬁOO

JM105 0.833 0.950 1.008 1.076 1.123 1.181 1.228 1.460

NI 0.791 0.854 0.937 1.006 1.065 1.090 1.122 1.430
0.2 0.740 0.813 0.847 0.947 0.981 1.016 1.049 1.277
0.4 0.833 0.842 0.918 0.983 1.012 1.068 1.099 1.358
0.5 0.771 0.825 0.928 0.987 1.040 1.094 1.137 1.358
1 0.758 0.817 0.898 0.974 1.029 1.068 1.114 1.330
2 0.769 0.824 0.925 0.983 1.032 1.096 1.109 1.366
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3.2 PyLDH Enziminin Saflastirilmasi
Bu calismada PvLDH enzimini saflagtirma isleminde farkli metodlar denenerek en ideal
sekilde saf enzim elde edilmeye calisilmistir. Saflagtirma sonrasinda jelde PvLDH’a ait tek bir

protein bandi goriilmesi halinde LDH proteini saf olarak elde edilmis olacaktir.

3.2.1 PvLDH Enziminin Denatiire Edici Sartlar Altinda QIAGEN Ni-NTA Spin Kit
Kullanilarak Saflastirilmasi

Boliim 2.2.6.3’de anlatildig1 gibi indiiklenmis ve indiiklenmemis 5 saat’lik kiiltiirler
hazirlanmus ve hiicreler 37°C’de 5 saat gelistirilmistir. Ideal sartlarda en fazla protein iiretimi bir
gecelik kiiltiir gelisimi ile saglanmaktayken bu denemelerde 5 saatlik kiiltir kullanilmasinin
sebebi uygun saflastirma teknigi uygulanirken siire kayiplarini en aza indirgemektir. Saf
proteinin elde edilecegi sartlar bir defa saglandiktan sonra kiiltiirler 5 saat degil bir gece siire ile
gelistirilecektir. Saflastirma islemi Ni-NTA spin kit kullanilarak yapilmis [43] ve saflastirma
sonrasi indiiklenmemis (Sekil 3.6-a) ve indiiklenmis (Sekil 3.6-b) ornekler SDS-PAGE teknigi
ile analiz edilmistir. Bu tez calismasinin tamaminda sekillerdeki kisaltmalardan (L) lizise
ugratilmis olan o©rnegi, (FT) kolona protein yiiklemesi sonucunda kolondan alinan ilk
stiziintiiyii, (W1) ve (W2) saflastirma oncesi kolonun iki defa uygun tampon cozelti ile
yikanmasini, (E1) ve (E2) ise iki defa uygun tampon ¢o6zelti uygulayarak saf olarak elde edilmis

enzimi temsil etmektedir.

27



04 kDa — o

67 KDa —
BDa—

- —331Da
30 KD — ———
20 KDa—

04 kDa—
A7 kDa —
231D — S
p_— e 33D
37 kD a — S
p—

20¥Da —

(b)

Sekil 3.6 Denatiire edici sartlar altinda kit ile saflagtirilmis PvLDH
proteininin SDS-PAGE ile analizi : (a) Indiiklenmemis PvLDH
proteininin saflastirilmasi, hatlar: (1) Markar ; (2) L; (3) FT; (4) W1; (5)
W2; (6) E1; (7) E2; (8) E1+E2; (10) insan saf LDH proteini. (b)
Indiiklenmis PvLDH proteininin saflastirilmasi, hatlar: (1) Markir; (2)
L; (3) FT; (4) W1; (5) W2; (6) El; (7) E2; (8) E1+E2; (10) insan saf
LDH proteini.

Sekil 3.6-a ve b’de ki jellerde goriilduigii gibi 6. ve 7. hatlarda saflastirilan PvLDH proteinine ait
bant ¢ok zayif goriilmektedir. Bu sebeple elde edilen E1 ve E2 proteinlerinin PvLDH enzim
aktivitesi Ol¢iilmiis ve Tablo 3.3’de de goriildigii gibi diisiik enzim aktiviteleri kaydedilmistir.
Aktivitenin diisiik olarak Olciilmesi jeldeki protein bantlarinin zayif olamasinin sebebini
aciklamaktadir. Sonug olarak kit ile denatiire edici sartlarda protein saflastirilmasinin, PvLDH

proteini i¢in uygun olmadig1 ve bu proteinin dogal sartlarda saflagtirilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir.
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Tablo 3.3 Denatiire edici sartlar altinda saflagtirilan PvLDH enziminin aktivitesinin 6l¢tilmesi

AAjzy/dakika 10 mM piirivat 1 mM piirivat
Saflastirlan PvLDH | Indiiklenmemis 5 saat 0,093 0,210
(Elution 1) Indiiklenmis 0,152 0,181
Saflastirlan PvLDH | Indiiklenmemis 5 saat 0,142 0,186
(Elution 2) Indiiklenmis 0,115 0,123
JM105 5 saat 0,031 0,023

3.2.2 PvLLDH Enziminin Dogal Sartlar Altinda QIAGEN Ni-NTA Spin Kit Kullamlarak

Saflastirilmasi

3.2.2.1 QIAGEN Ni-NTA Spin Kit ile PvLDH Enziminin Saflastiriimasi

Indiiklenmemis ve indiiklenmis 5 saat’lik kiiltiirler calkalamali etiivde 37°C’de 100
rpm’de gelistirilmistir. Indiikleme 1 mM IPTG ile yapilmustir. Saflastirma islemi Ni-NTA spin
kit kullanilarak [43] indiiklenmemis (Sekil 3.7-a) ve indiiklenmis (Sekil 3.7-b) orneklerde
gerceklestirilmis ve SDS-PAGE ile orneklerin ifade analizi yapilmistir. Sekil 3.7-a ve b
jellerinde 7 ve 8’inci hatlarda goriildiigii gibi indiiklenmis jel goriintiisiinde indiiklenmemige

oranla saflagtirllan PvLDH proteini IPTG’nin etkisi ile daha belirgindir. Fakat hatlarda

goriildiigii gibi LDH bandindan baska bakteriyal kdkenli bantlarda goriilmektedir.
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Sekil 3.7 Denatiire edici sartlar altinda kit ile saflastirilmis
PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi. (a) Indiiklenmemis
PvLDH proteininin saflastirilmasi; hatlar: (1) Markar; (2) L; (3)
FT; (4) W1; (5) W2; (7) E1; (8) E2; (10) insan saf LDH proteini.
(b) Indiiklenmis PvLDH proteininin saflagtirilmasi;Hatlar: (1)
Markir (LMW); (2) L; (3) E.T; (4) W1; (5) W2; (7) El; (8) E2;
(10) insan saf LDH proteini.

Bu c¢alismanin sonucuna gore saf proteinden baska proeinler de elde edildiginden,
PvLDH proteininin tam olarak saf olmadig1 goriildiigii icin saflastirilan PvLDH enzimi ikinci
defa Ni-NTA spin kit kolonlarina uygulanarak bu bantlarin uzaklastirilip uzaklastirilamayacag:

test edilmistir.
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Uygulama sonucunda kolona uygulanan 6rnekler SDS-PAGE ile analiz edilmis ve elde var olan

proteinin arka planindaki bantlarin yok oldugu fakat saf proteinin de hemen hemen tamaminin

kaybedildigi goriilmiistiir.

Yapilan biitiin bu ¢aligmalarda ama¢ PvLDH proteinini saf olarak bol miktarda tiretmek

oldugu icin, bu metot ile elde edilen bu proteinin ileri calismalar yapmak icin yeterli

olmayacagindan, literatiir incelemeleri yapilarak bu caligsmalar [47] ve bu calismalarda yapilan

baz1 degisikliler dogrultusunda daha saf ve daha fazla miktarda elde edilmesi gerektigi

sonucuna varitlmistir. Kit iceriginde kullanilan tampon c¢ozeltilerde Tablo 3.4’de verilen

degisiklikler yapilmis, PvLDH proteinleri saflagtirilmis ve SDS-PAGE ile analizi yapilmustir.

Tablo 3.4 PvLDH enziminin saflastiriimasinda Ni-NTA Spin Kit tampon ¢ozeltisinde yapilan

degisiklikler.

Ni-NTA Spin Kit tampon cozeltileri

SDS-PAGE Jeli

Lizis tamponu

Yikama tamponu

Saflastirma tamponu

Sekil 3.8 Imidazol 15 mM - -
Sekil 3.9 Imidazol 15 mM Imidazol 30 mM -
Sekil 3.10 - NaCl 400 mM -
Sekil 3.11 Imidazol 5 mM Imidazol 10 mM -
Sekil 3.12 - NaCl | mM -
Sekil 3.13 20 mM merkaptoetanol - -
Sekil 3.14 - % 1 Triton x-100 -

Tablo 3.4’de verilen sartlara gére PvLDH’1n saflastirilmasi gerceklestirilmis ve elde

edilen sonuglar SDS-PAGE ile gosterilerek asagida siralanmustir:
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(b)

Sekil 3.8 Lizis tamponunda 15 mM imidazol kullanilan
denemenin SDS-PAGE analiz sonucu. (a) Indiiklenmemis
PvLDH’1n jeldeki goriintiisii; hatlar: (1) Markir (2) L; (3) FT; (4)
W1; (5) W2; (7) El; (8) E2; (10) insan saf LDH proteini. (b)
Indiiklenmis PvLDH’1n jeldeki goriintiisii; hatlar: (1) Markir; (2)
L; 3) ET; (4) W1; (5) W2; (7) El; (8) E2; (10) insan saf LDH
proteini.
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Sekil 3.9 Lizis tamponunda 15 mM, yikama tamponunda 30 mM
imidazol kullamilan denemenin SDS-PAGE analiz sonucu. (a)
Indiiklenmemis PvLDH’1n jeldeki gortintiisii; hatlar: (1) Markir;
(2)L; 3) FT; (4) W1; (5) W2; (7) EI; (8) E2; (10) insan saf LDH
proteini. (b) Indiiklenmis PVLDH’1n jeldeki goriintiisii; hatlar:
(1) Markar; (2) L; (3) FT; (4) W1; (5) W2; (7) El; (8) E2; (10)
insan saf LDH proteini.
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Sekil 3.10 Yikama tamponunda 400 mM NaCl kullanilan denemenin
SDS-PAGE analiz sonucu. (a) Indiiklenmemis PvLDH’in jeldeki
goriintiisii; hatlar: (1) Markar ; (2) L; (3) F.T; (4) W1; (5) W2; (7) El;
(8) E2; (10) insan saf LDH proteini. (b) Indiikklenmis PvLDH’in
jeldeki gortintiisii Hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) E.T; (4) W1; (5) W2;
(7) E1; (8) E2; (10) insan saf LDH proteini.
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(b)

Sekil 3.11 Lizis tamponunda 5 mM, yikama tamponunda 10 mM imidazol
kullamlan denemenin SDS-PAGE analiz sonucu. (a) Indiiklenmemis
PvLDH’1n jeldeki goriintiisii; hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) FT; (4) W1; (5)
W2; (7) El; (8) E2; (10) insan saf LDH proteini. (b) Indiiklenmis
PvLDH’1n jeldeki goriintiisii; hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) FT; (4) W1;
(5) W2; (7) E1; (8) E2; (10) insan saf LDH proteini.
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Sekil 3.12 Yikama tamponunda 1 mM NaCl kullamilan denemenin
SDS-PAGE analiz sonucu. (a) Indiiklenmemis PvLDH’in jeldeki
goriintiisii Hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) F.T; (4) W1; (5) W2; (7) E1; (8)
E2; (10) insan saf LDH proteini. (b) Indiiklenmis PvLDH’1n jeldeki
goriintiisii Hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) F.T; (4) W1; (5) W2; (7) E1; (8)
E2; (10) insan saf LDH proteini.
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Sekil 3.13 Lizis tamponunda 20 mM merkaptoetanol kullanilan
denemenin SDS-PAGE analiz sonucu. (a) Indiiklenmemis
PvLDH’mn jeldeki goriintiisii; hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) FT;
4) W1; (5) W2; (7) E1; (8) E2; (10) insan saf LDH proteini. (b)
Indiiklenmis PvLDH’1n jeldeki goriintiisii; hatlar: (1) Markir; (2)
L; (3) FT; (4) W1; (5) W2; (7) El; (8) E2; (10) insan saf LDH
proteini.
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(b)

Sekil 3.14 Yikama tamponunda % 1 Triton x-100 kullamlan
denemenin SDS-PAGE analiz sonucu. (a) Indiiklenmemis PvLDH’1n
jeldeki goruntiisti; hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) FT; (4) W1; (5) W2;
(7) E1; (8) E2; (10) insan saf LDH proteini. (b) Indiiklenmis
PvLDH'1n jeldeki goriintiisii; hatlar: (1) Markir; (2) L; (3) FT; (4)
W1; (5) W2; (6) E1; (7) E2; (10) insan saf LDH proteini.
Kit soliisyonlarinin optimize edilmesi ile protein tiretimi artirtlabilmis, ancak bakteriyal

kaynakli ilave bantlari tamamen uzaklastirmak miimkiin olmamastir.

3.2.2.2 QIAGEN Ni-NTA Agaroz ile PvLDH Enziminin Saflastirilmasi

Bu calismalarda kite ait Ni-NTA kolonlar1 yerine kolon, bir siringa icerisinde Ni-NTA
agaroz kullanilarak hazirlanmigtir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda indiiklenmemis Ornekler ile

protein iiretimi belirgin bir sekilde daha az oldugu icin ¢alismalar bu asamadan sonra sadece
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indiiklenmis Ornekler iizerinden yiiriitilmiistiir. Sekil 3.15°de goriildiigii gibi Ni-NTA agaroz

kullanilarak hazirlanan kolona uygulanan bu c¢alismada protein bantlar1 saf olarak elde edilmis

ancak protein ifadesi diisiik oldugu icin protein kaybinin en aza indirilmesi i¢in denemeler

yapilmistir.
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Sekil 3.15 Ni-NTA agaroz kullanilarak yapilan denemenin SDS-
PAGE analiz sonucu. (a) Indiiklenmis PvLDH’in jeldeki
goriintuisii. Hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) F.T; (4) W2; (5) E3; (6)
E2 siipernatant; (7) E3 siipernatant; (8) kit ile saflagtirilmis E2;
(9) kit ile saflagtirtlmis E3; (10) insan saf LDH proteini. (b)
Indiiklenmis PvLDH’1n jeldeki goriintiisii. Hatlar: (1) Markar; (2)
L; 3) ET; 4 W2; (5 E3; (6) E2 siipernatant; (7) E3
siipernatant; (8) kit ile saflastirilmis E2; (9) kit ile saflastiriimig
E3; (10) insan saf LDH proteini.
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Jel fotograflarinda goriildiigii gibi PvLDH bu metoda gore saflastirma sonucunda
belirgin olarak goriilmektedir ve saflik orani diger jellere nazaran daha yiiksektir. Saflagtirma
isleminde siringanin ucuna yerlestirilen cam yiinii ve siizge¢ kagidi da 6nemlidir. Siringanin
ucuna cam Yyiin yerlestirilerek yapilan jel resmine dikkat edilirse protein kaybi olmaktadir,
dolayis1 ile PvLDH band1 zayif goriilmektedir. Cam yiinii, siringadan agarozla beraber
siipernatantin’da hizli bir sekilde akmasini saglayarak protein kaybina neden olmaktadir.
Siringanin ucuna siizgeg kagidi yerlestirilerek yapilan jel resmine bakildiginda ise protein kaybi
olmamakta ve PvLDH protein band1 belirgin sekilde goriinmektedir.

Bu denemeden sonra asagida anlatildigi gibi son bir deneme yapilmis ve PvLLDH ideal
olarak yapilan diger denemelere nazaran en iyi sekilde saflastirllmistir.

Bu denemede ornekler 2.2.6.3’de anlatildigi gibi hazirland1 ve saflastirma kite gore
yapildi [48], fakat indiiklenmemis kiiltiir 6rnekleri hazirlanmadi. Kitten ayri olarak; 50 ml’lik
indiiklenmis kiiltiir santrifiijjlenerek pelet 4 ml Wash buffer’da ¢o6ziildii, kolumn olarak
kullanilan siringanin ucuna igten stizge¢ kagidi yerlestirildi. Saflastirma sonrasinda 6rneklerin

SDS-PAGE’i yapilarak jel goriintiileri asagida verilmistir:
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Sekil 3.16 Ni-NTA agaroz kullamlarak yapilan denemenin SDS-
PAGE analiz sonucu. (a) Indiiklenmis PvLDH’in jeldeki
gortintiisii; hatlar: (1) Markar; (2) L; (3) E.T; (4) W1; (5) W2; (6)
El; (7) E2; (8) E3; (9) E4; (10) insan saf LDH proteini. (b)
Indiiklenmis PvLDH’1n jeldeki goriintiisii; hatlar: (1) Markar; (2) L;
(3) E.T; (4) ES5; (5) E6; (6) E7; (7) ES; (8) E9; (9) ES; (10) insan
saf LDH proteini.

3.3 Saflastirilan PvLDH Enziminin Aktivitesinin Tayin Edilmesi

NI-NTA Spin kit ile saflastirilan PvLDH enziminin aktivitesi, hi¢ bir gen igermeyen
JM105 hiicreleri ile birlikte 6l¢iilmiis ve degerler Tablo 3.5’de belirtilmistir. Tablo 3.5’deki
degerlere bakilarak JM105 aktivitesine karsi enzim aktivitesi degerlendirildigi zaman

indiiklenmis PvLLDH enziminin son derece aktif oldugu sonucuna varilmistir.
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Tablo 3.5 Ni-NTA Spin kit ile saflastirilan PvLDH enziminin aktivitesinin dl¢iilmesi.

AA;4/dakika 1 mM piirivat
Saflastirilan PvLDH Indiiklenmemis 5 saat 0.235
(Elution 2)
Saflastirllan PvLDH Indiiklenmis 5 saat 0.797
(Elution 2)
JM105 5 saat 0.02

Yapilan biitiin bu denemelerin sonucunda bu tez calismasinin hedefi olan PvLDH
proteini goriildiigii gibi saf ve aktif olarak elde edilmis olup ileri ¢alismalarda kullanima hazir

hale getirilmistir.
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3.4 PvLDH ve PfLDH Proteinleri Arasindaki Benzerligin immiinolojik Olarak Test
Edilmesi

Bu uygulamada Yabaml PfLDH proteini ile hazirlanan emiilsiyonun Yeni Zelanda
beyaz tavsanlarina enjeksiyonu ile elde edilen antikorlar [16], Western blotlama ile P. vivax’a
kars1 da denenmis ve iki LDH’1n benzerlik oran1 immunolojik olarak test edilmistir. Yapilan
calisma sonrasinda Sekil 3.17°de goriildigii gibi 33 kDa biiyiikliigiindeki P. falciparum
LDH’1m1 taniyan antikorlar P. vivax LDH 11 da tammmistir. Boylece P. vivax ve P. falciparum

LDH’lar1 arasindaki benzerlik immunolojik olarak kanitlanmaistir.

—353kDa

1 2 3 4

Sekil 3. 17 Western blotlama ile PvLDH’1n membrandaki gortintiisii;
hatlar: (1) PvLDH siipernatant; (2) PvLDH pelet; (3) E1; (4) E2.
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BOLUM 4 SONUC

Mevcut antimalarial ilaglara kars1 direng artis1 dikkate alindiginda sitmayr 6nlemek igin
her gecen giin yeni ilaclara duyulan ihtiya¢ artmaktadir. Bu amagla P. vivax’in LDH enzimi
hedef olarak secilmistir. Bu enzim parazitin yasam dongiisii i¢in gereklidir. Kan hiicrelerinde
bulunan sitma parazitleri aktif bir mitokondriye ve islevsel bir trikarboksilik asit (TCA)
dongiisiine sahip olmadiklart icin [35] ATP ihtiyaclarimi glikolizle karsilamaktadirlar. Laktat
dehidrogenaz enzimi; glikolizin son {iriinii olan piriivik asidi doniisiimli bir reaksiyonla laktik
aside cevirmektedir. Dolayisiyla bu enzim aktivitesinin Onlenmesi, parazitin yasaminin
sonlandirilmasini miimkiin kilacaktir [14]. Bu bilgiler 15181 altinda P. vivax Belem soyu
genomik DNA’sindan laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen; izole edilmis, klonlanmis,
ifade edilmis ve genin dizi analizi yapilmistir [18]. Sonrasinda yapilan X’1s1n1 kristallografi
caligmalari ile P. vivax’in ii¢ boyutlu yapis1 tanimlanmistir [2].

Bu yiiksek lisans tez calismasinda P. vivax LDH enzimini kodlayan gen pKK223-3
ifade vektoriine aktarilarak genin ifadesi yapilmis ve PvLDH proteini bolca iiretilmistir. IPTG
indiiklemesi yapilarak IPTG nin PvLDH proteininin ifadesindeki rolii tespit edilmistir ve
sonugta protein iretimi artirtlmistir. Bir sonraki basamakta farkli IPTG konsantrasyonunun
PvLDH enzim aktivitesine etkisi test edilmistir ve sonugta en yiiksek enzim aktivitesi 1 mM
IPTG konsantrasyonunda kiiltiiriin bir gece siireyle gelistirilmesi sonucunda elde edilmistir.
Ayrica farkli IPTG konsantrasyonunun hiicre yogunluguna etkisi test edilmis ve sonugcta
PvLDH genini igeren ve farkli konsantrasyonlarda IPTG ilave edilen hiicrelerin yogunlugunun
siireye bagli olarak paralel bir sekilde arttigi gozlenmistir. Bir sonraki basamakta PvLDH
enzimi denatiire edici sartlar altinda QIAGEN Ni-NTA Spin Kit kullanilarak saflastirilmis ve
sonrasinda yapilan aktivite 6l¢iim sonucuna gore; hi¢ bir gen icermeyen JM105 aktivitesi 0,023
olarak oOl¢iilmiis ve bu deger indiikklenmemis PvLDH igin 0,186, indiiklenmis PvLLDH i¢in ise
0,123 olarak oOl¢iilmiistir. Bu degerler aktif olmayan JM105 icin olgiilen 0,023’e gore
degerlendirildiginde enzimin aktif oldugu anlasilmistir fakat SDS-PAGE analizi sonrasi jelde
bakteriyal kokenli bantlar da goriilmiis ve bunun sonucunda enzimin tam saf olmadig1 sonucuna
varilmigtir. Bir sonraki basamakta dogal sartlar altinda Ni-NTA Spin kit kullanilarak kit
iceriginde kullanilan tampon ¢ozeltilerde degisiklikler yapilarak PvLLDH proteini saflastirilmis
ve sonrasinda yapilan SDS-PAGE analiz sonucuna goére bakteriyal kaynakli ilave bantlari
tamamen uzaklagtirmak miimkiin olmamistir. Bundan sonra Ni-NTA agaroz kullanilarak
hazirlanan ucuna cam yiin ve siizgec kagidi yerlestirilmis kolona uygulanan bir diger iki

caligmada protein bantlar1 saflagtirilmigtir. Yapilan SDS-PAGE analiz
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sonuglarina gore kolon ucuna cam yiin yerlestirilerek yapilan calismaya nazaran kolon ucuna
stizgec kagidi yerlestirilerek yapilan ¢alisma sonucuna gore PvLDH proteini ideal bir sekilde saf
olarak elde edilmistir. Dogal sartlar altinda saflastinlan PvLDH enziminin aktivitesi
indiiklenmis ve indiiklenmemis olarak Ol¢iilmiis indiiklenmemis olarak 0,235 ve indiiklenmis
olarak 0,797 olarak ol¢iilen degerler, hi¢ bir gen icermeyen JM105 hiicresi i¢in dlciilen 0,02
degerine gore enzimin aktif oldugu anlasilmistir. Yapilan biitiin bu denemelerin sonucunda bu
tez caligmasinin hedefi olan PvLDH proteini saf ve aktif olarak elde edilmis ve ileri
calismalarda kullanima hazir hale getirilmistir. Protein saf ve aktif olarak elde edildikten sonra
yabanil PfLDH proteini ile hazirlanan emiilsiyonun Yeni Zelenda beyaz tavsanlarina
enjeksiyonu ile elde edilen antikorlar [16]. P. vivax LDH’1na kars1 da denenmis ve her iki
LDH’1n benzerlik orani immiinolojik olarak test edilmistir ve sonugta PfLDH’in1 taniyan
antikorlarin, PvLDH’ 11 da tanidig1 gozlenmistir. Boylece P. vivax ve P. falciparum LDH’lar1
arasindaki benzerlik immunolojik olarak kanitlanmistir. Elde edilen bu bilgiler ve saf olarak
elde edilen PvLLDH proteini daha ileriki ¢alismalarda sitmanin tedavisine yonelik olarak insan
LDH’1na zarar vermeden P. vivax LDH 1nin aktivitesini 6nleyecek yapiya dayandirilmis etkili

bir ila¢ bulma ¢alismalarinda kullanilacaktir.
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