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OZET

Theileria parva, Sark sahili hummasi adi verilen (East Coast Fever, ECF), sigirlarda
onemli ekonomik kayiplara neden olan kene kaynakli bir hastalik etmenidir. ECF'nin
tedavisinde kullanilan ilaglarin maliyetlerinin yiiksek olmasi, bu ilaglardan bazilarina
direng gelistirildiginin rapor edilmesi, parazite karsi etkili bir asimnin bulunmamasi
hastalikla miicadelede Onemli bir problemdir. Bu nedenle etkili, ucuz ve giivenle
kullanilabilecek yeni ilaglarin gelistirilmesini saglayacak, kemoterapotik hedeflerin
arastirilmasi gerekmektedir.

Theileria parva ihtiyag duydugu enerjiyi glikoliz ile saglamaktadir. Glikoliz
metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip olan enzimler, antiheileriallerin tasarimi i¢in yeni
hedef olabilirler. Laktat dehidrogenaz enzimi, parazitin glikoliz enzimleri arasinda en
yiikksek aktiviteyi gosteren enzim olmasindan dolayr terapotik hedef olarak secilmistir.
Laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan genin klonlanmasi standart metodlarla
gerceklestirilip, pPGEM-T vektoriine aktarilmistir. TPLDH geni 2 intron ve 3 ekson igerip,
intronlariyla beraber toplam 1353 baz ¢iftinden olusmustur. TPLDH geninin intronlari
yonlendirilmis mutagenezle ¢ikarilip, ekson fragmentleri PCR ile birlestirilmistir. PCR ile
gergeklestirilen ¢alismanin sonunda, TpLDH geni intronsuz, 966 baz ¢ifti uzunlugunda,

ekspresyona hazir halde elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Theileria parva, Apikompleksan, Laktat dehidrogenaz, Antitheilerial,
Kemoterapdtik Hedef



SUMMARY

Isolation, Cloning and Expression of The Gene Encoding Lactate Dehydrogenase
Enzyme From Theileria parva

Theileria parva is the causative agent of East Coast fever (ECF), a tick born disease,
result in major economic losses in cattle. The high costs of drugs used to treat of ECF,
development of resistance to some of these drugs , the absence of an effective vaccine
against the parasite are significant problems in dealing with this illness. Thus, it is
necessary that exploiting new resources to identify effective therapeutic targets to help
develop new, effective, and cheap drugs, is imperative.

Glycolysis is the main pathway of Theileria parva for energy production. The enzymes
that play an important role in glycolysis may provide new targets for designing
antitheilerials. Given its highest activity among glycolytic enzymes of the parasite, lactate
dehydrogenase enzyme has been selected as the therapeutic target. Lactate dehydrogenase
gene was cloned into pGEM-T vector with standard methods. TpLDH gene contains 2
introns, 3 exons and the gene is 1353 base pair in lenght. The introns were removed by
site-directed mutagenesis then, exons fragments were ligated by PCR which generated a

protein coding region 966 bp in length.

Key Words: Theileria parva, Apicomplexan, Lactate Dehydrogenase, Antiheilerial,
Chemotherapeutic Target
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1. GIRIS

Apikompleksan subesi, protista alemine ait tek hiicreli parazit canlilardan olusur [1, 2].
Bu protozoonlarin hepsi hayvanlarda parazit olarak yasamakta, insanlarda ve tarim
hayvanlarinda biiyilk morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadirlar. Bu parazitler, hiicre
icine aktif olarak girebilen, yalnizca konak hiicre i¢inde gelisebilen ve ¢ogalabilen hiicre
ici parazitlerdir. Apikompleksan subesi hem insan sagligi i¢in 6nemli olan hem de
ekonomik Onemi olan bir¢ok paraziti barindirmaktadir [3]. Bu parazitler arasinda;
Afrika'da ruminantlarda sark sahili hummasina (East Coast Fever, ECF) neden olan
Theileria parva, Tropikal Theileriosis'e neden olan Theileria annulata tiirleri, sitma etkeni
olan Plasmodium tiirleri, bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde énemli firsatg1 patojen
etken Toxoplasma gondii, tavuk ve sigirlarda patojen olan Eimeria tiirleri,
Cryptosporidiosis etkeni olan, basta hayvanlar olmak iizere insanlarda da hastaliga neden

olan Cryptosporidium gibi parazitler yer almaktadir [4, 7].

1.1. Theileria spp.

Theileria tiirleri; Apikompleksan subesi, Sporozoea sinifi, Piroplasmia alt sinifi,
Piroplasmida takimi ve Theieridae ailesi i¢inde yer almaktadir. Bu soya bagh tiirler,
diinyanin her tarafinda yaygin olarak bulunmakta [Sekil 1.1.] ve evcil hayvanlar igin biiyiik
tehdit olusturmaktadir [8, 9].

_
[ T.parva |
)

. =
=

Sekil 1.1. Sigirlardaki temel Theileria tiirlerinin diinyadaki dagilimi [11].



Theileria parazitlerinin hayat dongiisii Ixodidae ailesinde yer alan keneler ile sigir,
koyun, ke¢i, manda, zebu ve geyik gibi memeli hayvanlar arasinda gecer. Memeli
hayvanlarda parazitlerin hayat dongiisii, arakonak kenenin nimf ve erigkin safhada kan
emme esnasinda sporozoitleri vermesiyle baslar [10].

Sigirlarda Theileria tiirleri tarafindan olusturulan enfeksiyonun siddeti, tiirlerin
patojenitesine gore farkliliklar gostermektedir. Baz: tiirler ileri derecede patojen etkiye ve
yiiksek Oliim oranina sahipken, bazi tiirler diisiik patojeniteye sahip, bazilar1 da patojen
degildir [Tablo 1.1.].

Tablo 1.1. Sigirlarda bulunan Theileria tiirleri, diinyadaki dagilislar1 ve patojeniteleri [12].

Tiirler Evcil Konaklari Vektorler Hastalik Endemik Bolgeler
o Dogu
Sigir, Rhipicephalus B Dogu, Orta ve Giiney
T. parva ] ) sahili hummas1 ]
Evcil Buffalo appendiculatus Afrika
(ECF)
Giiney Avrupa,
Sigr, Hyalomma Tropikal Kuzey Avrupa,
T. annulata ] o
Asya Buffalosu Tiirleri theileriosis Orta ve
Uzak Dogu
Amblyomma ) Sahranin giineyi,
T. mutans Sigir _ Az patojen )
Tiirleri Karayipler
Rhipicephalus Dogu, Orta ve Giiney
T. taurotragi Sigir ) Az patojen )
appendiculatus Afrika
] Amblyomma _ Sahranin giineyi,
T. velifera Sigir Patojen degil )
Tiirleri Karayipler
] Haemaphysalis ) Giiney Amerika
T. buffeli Si1g1r, Manda Az patojen
Tirleri disinda ttim kitalar

Hastaligin patogenezi parazitin lenf hiicreleri ile eritrositlerde neden oldugu tahribat
sonucu ortaya cikar. Bu tahribatin olusmasinda T. parva enfeksiyonlarinda baglica T-
lenfositlerinin alt birimleri (BoT4" ve BoT8") ve B-lenfositleri enfekte durumda
bulunmustur [13, 14]. Theileria parva enfeksiyonlarinda eritrositler i¢indeki piroplasm
formlar1 ¢ogalmaz ve dolayisiyla hastaligin patogenezisinde sizontlar [10] etkilidir. T.

mutans ve bazi tiirlerde lenf yumrulari, dalak ve karacigerde sizontlar gegici olarak



saptanmakla birlikte, piroplazmlar etkiliyken, T. annulata'da ise hem sizontlar hem de
piroplazmlar etkin rol oynar [15-18].

Sigirlarda, T. parva, T. annulata, T. mutans, T. taurotragi, T. velifera, T. buffeli olmak
tizere alt1 Theileria tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda biyolojik, morfolojik, genetik ve
patojenite bakimindan 6nemli farkliliklar bulunmaktadir. Bunlardan T. parva ve T.
annulata en patojen iki tiir olup, sigirlarda lenfoproliferatif karakterde, yiiksek morbidite
ve mortalite ile seyreden hastaliklara neden olurlar. Diger Theileria tiirleri ise daha az
patojen veya apatojen tiirler olarak kabul edilmektedirler. T. mutans’in bir¢ok arastirici
tarafindan apatojen oldugu [15, 19, 20], bazi arastiricilar tarafindan ise patojen bir tiir
oldugu nitelendirilmistir [21]. Geyik ve antiloplarin paraziti olan T. taurotragi’nin
sigirlarda diisiik patojeniteye sahip oldugu, manda ve sigirlarda bulunan T. velifera’nin ise
apatojen bir tiir oldugu ifade edilmektedir [22]. T. parva ve T. annulata disindaki tiirler
ekonomik anlamda Onemli olmamalarina ragmen, bu tiirlerin sizontlart ve piroplasm

formlar1 T. parva'nin teshisini zorlastirmaktadirlar [23].

1.2. Theileria parva

Sark Sahil Hummas1 (East Cost Fever, ECF ) etkeni olarak bilinen T. parva’nin Orta,
Dogu ve Giliney Afrika’da (Sudan, Zaire, Kenya, Victoria Golii) sigir, zebu, manda ve
antiloplarda bulundugu belirtilmistir [14, 24].

T. parva’nin vektorleri, Rhipicephalus appendiculatus basta olmak {izere, R.
zambesiensis, R. duttoni, R. simus ve R. evertsi’dir [14]. T. parva’nin son konaktaki
proliferasyon yeri lenfositlerdir. T. parva enfeksiyonlarinda basta T-lenfositlerinin
altbirimleri (BoT4+ ve BoT8+) ve B-lenfositleri enfekte bulunmustur [13].

Theileria parva'nin, T. parva parva, T. parva bovis ve T. parva lawrencei olmak tizere
ti¢ alt tipinin bulundugu, bu tipler arasinda morfolojik ve serolojik farkliliklar olmadigi,
ancak biyolojik ve epidemiyolojik farkliliklarin bulundugu ifade edilmektedir [22]. Son
yillarda yapilan molekiiler calismalar bu alt tipler arasinda genetik farkliliklarin da

oldugunu gostermektedir [25].



1.2.1. Theileria parva'nin Yasam Dongiisii

Theileria parva'nin birincil vektorii Rhipicephalus appendiculatus olmasina ragmen
parazit ayn1 zamanda R. zembeziensis and R. duttoni tarafindan da tasinir [26]. Kenelerle
taginmanin gerceklesebilmesi igin parazitin kenede gelisimini tamamlamis olmasi gerekir

[27].
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Sekil 1.2. Theileria parva ve T. anuulata'nin yagsam dongiist [28].

Sporozoitler nimf ya da yetiskin kenenin tiikiiriik bezlerinde olusur. Infekte kenenin
omurgali konagi 1sirmasiyla sporozoitler konak hiicreye aktarilir. Daha sonra sporozoitler

lenfositleri isgal ederek makrosizontlar1 olustururlar. Makrosizontlar konakgi hiicreyi



(lenfosit) transformasyona ve boliinmeye tesvik eder. Bunun sonucunda enfekte lenfositler
mitotik yolla boliinerek biitiin lenf dokusuna yayilip, omurgali hayvanin liimiine neden
olmaktadirlar. Diger yandan enfeksiyonun 8-10. giinlerinde bir kisim makrosizontlar
mikrogizont haline donisiirler ve hiicreyi parcalar. Neticede serbest kalan
mikromerozoitler eritrositleri istila eder. Eritrosit i¢erisinde bulunan bu formlara piroplasm
olarak adlandirilir. Keneler kan emerken eritrositlerle beraber piroplasm formlarini da
alirlar. Kene bagirsaginda mikrogametler ve makrogametler olusur. Makrogametin
mikrogamet tarafindan dollenmesi ile kenenin bagirsak epitel hiicrelerinde zigotlar
olusurlar. Daha sonra zigotlar hareketli kinetler haline dontisiirler [29, 30]. Kinetler kene
tikiirik bezlerine hareket ederler ve kenenin gomlek degistirip bir sonraki doneminde
konaga tutunmasiyla birlikte tiikiiriikk bezindeki parazitler olgunlasir ve sporogoni seklinde
cogalmayla sporozoitler meydana gelir. Kenenin omurgali konagi 1sirmasiyla sporozoitler

konaga aktarilmis olur [28].

1.3. Theileriosis

Theileriosis, 6zellikle sigirlarda konaklanan hiicre igi zorunlu parazit olan, Theileria spp.
tirlerinin neden oldugu hastalik olup diinyadaki evcil ve yabani hayvanlarin genis bir
kismini etkilemektedir. Bunlardan Theileria parva, Sark Sahili Hummasina neden olurken,
Theileria annulata’da Tropikal Theileriosis'e (Mediterranean Theileriosis) neden
olmaktadir [23]. Theileria tiirlerinin biyolojik olarak dikkate alinmalarinin en 6nemli
nedenlerinden biri de lenfositlere etki edebilen tek dkaryotik patojen olmalaridir [31].

Theileria parva'nin neden oldugu Sark Sahili Hummasi, her yil Afrika'da 100 milyon
sigirin Olimiine sebep olup, yillik 200 milyon dolari asan ekonomik kayiplara yol
acmaktadir [32]. Direk oliimlerin diginda, Sark Sahili Hummasi'nin goriildiigi endemik
bolgelerde sigirlarda asirt kilo kaybina, diisiik fertilite oranina, gen¢ hayvanlarda
gelismenin yavaglamasina, et veriminde ve siit iiretiminde ciddi kayiplara, felclere,
konaklarmin bagisiklik sistemini zayiflatarak ikincil parazit enfeksiyonlarma karsi
savunmasiz kalmalarina neden olmaktadir [33, 34].

Hastalik hayvanlarda kendini basta kenenin 1sirdig1 yerde lenf yumrulariin sismesi, bu
siskinligin biitiin lenf yumrularina yayilmasiyla gosterir. Bunu ates, istahsizlik, hareketlerin
yavaslamasi, gevis getirmenin durmasi izler. Hastaligin diger belirtileri ise; g6z

kapaklarinda, kulaklarda, c¢ene altinda 6dem ve siskinlik, burun akintisi, soluk alip



vermenin hizlanmasi ve ishaldir [35]. Sark Sahili Hummasi, ayni zamanda merkezi sinir
sistemine etki ederek norolojik semptomlarinda ortaya cikmasina neden olur. Bazi
hayvanlar iyilesip tasiyici olmalaria ragmen herhangi bir belirti géstermezken, bir kisim

tasiyicida gelismede gerileme, et ve siit veriminde azalis gézlenmistir [36-38].

1.4. Theileria parva'nin Genomu

T. parva genomu; parazitin biyolojisi tizerinde aragtirmalarin genisletilmesi, parazitin
neden oldugu Sark Sahili Hummasi'na karsi asi1 iiretilebilmesi i¢in sizont antijenlerinin
belirlenmesi, diger Apikompleksan genomlariyla 6zellikle Plasmodium falciparum (sitma
etkenlerinden biri) ve Theileria annulata genomuyla karsilastirilma yapmak amaciyla
sekanslanmistir [31, 39]. T. parva'nin haploid niikleer genomu 8.3x10° bazdan olusmus
dort kromozoma sahiptir. Genomda yer alan toplam G+C igeriginin % 34.1 oldugu
saptanmistir. Oysa bu oran Plasmodium falciparum'da sadece % 19.4 olarak gbzlenmistir.
Theileria parva'nin her bir kromozomunda Plasmodium falciparum'unda kromozomlarinda
da gozlenen, A+T bakimindan oldukga zengin (% 97 oranindan biiyiik), 3 kbp
uzunlugunda, sentromer olabilecegi diistiniilen bolgelerin yer aldigi saptanmustir [31].

Theileria parva genomu yaklasik olarak 4035 protein kodlayan gene sahiptir. Bu
saymin Plasmodium falciparum genlerine oranla % 20 daha az olmasina ragmen, daha
yiiksek gen yogunluguna sahip, genler arasi mesafenin kisa oldugu, ¢ok sayida intron
iceren genler bulundurmaktadir.

Theileria parva min 6nemli 6zelliklerinden biride T ve B lenfositlerini enfekte edip, bu
enfeksiyon sonucu lenfosit hiicrelerinin geri doniisiimsiiz olarak dejenere olup, kontrolsiiz
bir sekilde ¢ogalmalarina neden olmalaridir [39].

Theileria parva proteomu {izerinde yapilan arastirmalarda, 85 tiyeden olusan bir protein
grubu saptanmistir. Bu protein grubunun benzer yapilara sahip olduklari, N -terminal
uclarinda sekresyon sinyali iceren, merkezde prolin bakimindan zengin glutamin
yogunlugunun az oldugu, omurgali konagin immiin sistemi tarafindan tanimay1

zorlastirdig1 diigiiniilen bir kompleks yer almaktadir [40].



Tablo 1.2. Theileria parva genomunun, genomu ¢oziilmiis diger Apikompleksanlarla (P. falciparum ve C.
parvum) karsilastirilmasi

Sellikler Apikompleksan Organizmalar

T. parva P. falciparum C . parvum
Biiyiikliik (bp) 8.308.027 22.853.764 9.100.000
Kromozom Sayisi 4 14 8
Toplam G+C igerigi (%) 34.1 194 30
Protein olarak kodlanan gen sayisi 4035 5268 3807
Gen yogunlugu 2057 4338 2382
Kodlanma ytizdesi 68.4 52.6 75.3
Intronlu genler (%) 73.6 53.9 5
Her bir gende ekson sayis1 (ortalama) 4 2 1

1.5. Theleriosis ile Miicadelede Kullanilan Yontemler

Theileriosis'e karst kemoterapi, asilama ve vektér miicadelesi seklinde kontrol

metodlar uygulanmaktadir [41].

1.5.1. Asilar

Genel olarak Theileriosis'e karsi iki ¢esit bagisiklama yontemi kullanilmaktadir.
Bunlardan birincisi; enfeksiyon ve tedavi yontemi olarak adlandirilan, hayvanlarin bir
yandan canli parazitlerin kullanildigi asilamaya ve es zamanli alarak uzun siire
oksitetrasiklinle tedavi edilmesine dayanmaktadir [42]. Bu yontemde canli parazit
kullanildig1 i¢in, aginin iilkeler arasinda tasinimi sirasinda, o iilkelerde varolmayan suslarin
bulasma olasilig1 endiselere neden olmaktadir [43, 44].

Diger bir yontemde zayiflatilmis sizont agisinin kullanimina dayanir. In vitro kiiltiirde
Theileria spp. tiirleri hiicrelerle enfekte ettirilip zayiflatilir. Kullanilan bu yontem sigirlarda
hastalik belirtilerine neden olmaz. Ancak asinin etkinligi kisa bir siireligine oldugu i¢in
etkin bir korumadan s6z edilemez [45]. Dolayisiyla Theileria parva'ya karsi giivenli ve

etkili bir asidan s6z etmek miimkiin degildir [35, 46].



1.5.2. Antitheilerial ilaglar

Hastaligin tedavisinde kullanilan buparvaquone, parvaquone ve halofuginone gibi
antitheileriallar mevcuttur [47-49]. Bunlardan halofuginone hydrobromidin sigirlardaki ilk
hastalik belirtilerini ortadan kaldirdigi ve lenf yumrularina siiriilmesiyle sizontlari
tamamen yok ettigi bildirilmis olsa da, ilerlemis olgularda hastaligin tekrarlandigi
gozlenmistir [50]. Ayrica halofuginonenin tedavi edici doz ve toksik etkisi yaratan doz
arasindaki farkin ¢ok az olmasi pratikte kullanimini sinirlandirmaktadir  [45,49].
Giintimiizde kullanilan en 6nemli kemoterapétik ajan, hydroxynaphthoquinone grubunda
bulunan parvaquone ve buparvaquonenun sigirlar igin etkili bir antitheilerial oldugu in
vitro ve in vivo olarak genis bir sekilde gosterilmistir [47-49]. Her iki ilagta parazitin sizont
formu {izerinde etkili olmasimna ragmen, parvaquone parazitin tamamen elemine etme
ozelligine sahip degildir [47]. Ayrica bu ilaglarin etkinligini gosterebilmesi igim hastaligin
erken evresinde kullanilmalar1 gerekir [46]. Buparvaquone ve parvaquonenun temininde
sorunlarin yasanmasi Ve fiyatinin da oldukga yiiksek olmasi ilacin kullanimini
sinirlandirmaktadir [28]. Ilag kullanimini simirlandiran kosullarin yaninda, son zamanlarda
bu antitheileriala kars1 direng gelistigi rapor edilmistir [51]. Bu durum, etkili, ucuz ve
giivenle kullanilabilecek yeni bir antitheileriala acil ihtiyag duyuldugunu gostermektedir
[39].

1.5.3. Vektorle Miicadele

Konak-Theileria sp.-kene tigliisii arasindaki herhangi bir zincir halkasinin kirilmasinin
Theileriosis'in engellenmesini saglayacagi diisiiniilmektedir. Bunun igin en Oncelikli
amaglardan biri duyarli hayvanlarin vektor kenelerle karsilagsmasini engellemektir. Bu
amagcla kene kontrolii, sigirlarin ve barmaklarinin akarisitlerle ilaglanmasiyla yapilir [52].
Kene kontrolii i¢in kullanilan akarisitlerin yliksek maliyeti ve genis bir kismina direncin
hizli bir sekilde gelismesi [44] ve buna bagli olarak akarisit direnci ile miicadele i¢in daha
yeni ve daha pahali olanlarina ihtiyag duyulmas: énemli bir problemdir [46, 53]. Diger
taraftan akarisit uygulamalar1 masrafli oldugu kadar, et ve siitte kalint1 birakmalari, ¢evreyi
kirletmeleri gibi dezavantajlarada sahiptirler [14]. Biitiin bunlar géz 6niine alindiginda

akarasitlerle kontroliin siirdiiriilebilir bir koruma saglamadigi ortadadir [54].



1.6. Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Laktat dehidrogenaz enzimi( LDH) (EC: 1. 1. 1. 27) L-laktatin piriivata ve plrivatin
laktata doniismesini katalizleyen bir enzimdir [55].

Omurgali LDH enziminin aktif formu 140,000 daltonluk dort altbirimden olusmus,
tetrametrik bir yapiya sahiptir. Bu yap1 fizyolojik kosullarda enzimin daha kararli olmasini
saglamaktadir [56, 57]. Tetramerik yapida, her alt tinitenin Katalitik olarak birbirinden
bagimsiz aktif merkezleri bulunmaktadir. Metabolik kosullara bagli olarak LDH enzimi
glikolizin son iriinii olan pirivatin L-laktata oksidasyonunu ve pirivatin laktata
rediiksiyonunu NAD" (nikotinamid adenin diniikleotit) koenzimi araciligiyla Katalizler [55].
Ileri ve geri tepkimelerin pH'lar1 farklidir. ileri tepkimede pH: 9-10 iken geri tepkime icin
pH: 6.8-7.5'tir [58]. Laktat dehidrogenaz enzimi bir¢ok organizmada bulunmakta ve basta
glikoliz olmak {izere glukoneogenez ve fosfoketolaz metabolik yollarinda gorev almaktadir
[59-61].

o] OH
|| LDH
CH —C—COOH — CH — CH—COOH
N&DH N&D+
Fdrivat Laktat

Sekil 1.3. LDH enzimi tarafindan L-laktatin piirivata oksidasyonunu ve piirivatin laktata rediiksiyonu

LDH enziminin katalizledigi reaksiyonda NADH hidrojen verici olarak kullanilir.
Metabolizmada bu NADH da gliseraldehit-3-fosfatin, 1,3-difosfogliserik asite oksitlenmesi
sirasinda olusur. Bu agidan LDH enzimi anaerobik glikolizin hem son basamagini temsil
etmesi, hem de sabit bir NAD" kaynagi olmas itibariyle 6nemli bir enzimdir [61].

Yiiksek yapili canlilarda LDH enzimi, farkli genler tarafindan kodlanan M, H, ve X
altbirimlerine sahiptir [57]. Bu alt birimlerden aminoasit dizisi bakimindan ¢ok az
degisiklik gosteren, farkli katalitik 6zelliklere sahip H ve M alt birimlerinin tetrametrik
yapida gelisigiizel dizilmeleri sonucu toplam 5 farkli LDH izoenzimi olusmaktadir [55, 56,

62]. Bunlar; LDH-1 (Hs), LDH-2 (HsM), LDH-3 (H,M5), LDH-4 (HMs), LDH-5 (MJ)



izoenzimleridir [56]. H altbirimleri M altbirimlerine oranla daha ¢ok asidik 6zellikte olup,
daha az temel aminoasitlere sahiptir [56].

LDH izoenzimlerinin dagilimi, dokularin metabolik ihtiyaglarina gore farklilik
gostermektedir [63]. My izoenzimi iskelet kasinda, Hy izoenzimi ise kalp ve karacigerde
bol miktarda bulunmaktadir. X4 izoenzimi ise testis ve spermatozoada bulunur. Bu
formlarin disinda bazi canlilarda farkli genler tarafindan kodlanan E (kemikli baliklarin
sinir sistemlerinde) ve F (balik karacigerinde) formlarina da rastlanmistir [55, 64].

Her bir LDH altbiriminin aktif bolgesinde, bir katalitik bolge ve bir niikleotid baglama
bolgesi yer almaktadir. Bu yapisal motif Rossmann motifi olarak isimlendirilmektedir [69].
Dehidrogenaz grubuna ait enzimlerle yapilan ¢alismalarda, koenzim baglama bdolgeleri
(niikleotid baglama bélgeleri) biiyikk bir benzerlik gosterirken, katalitik baglanma
bolgelerinin yapisal olarak daha ¢ok farklilik gosterdikleri ortaya ¢ikmustir [66, 67].

Katalitik baglanma bdlgesinde, ti¢ zincirin bulundugu (BG, BH, B3J ve BK, BL, BM) iki
tabakanin disinda paketlenmis dort heliks (a2F, a1G, a2G, ve aH) yer almaktadir.

LDH Kkatalitik baglanma bdlgesi iki boliimden olugmustur. Bunlardan biri substrat
baglanma bdolgesi (piriivat veya laktat), ikincisi ise kofaktor baglanma bolgesidir (NADH
ya da NAD"). Katalitik baglanma bolgesi substrat kordinasyonunu ve katalizlenme igin
gerekli aminoasitleri saglamaktadir [68]. Substrat baglanmasindan ve katalizlenmesinden
sorumlu olan aminoasitler His-195, Arg-171, Asp-168, Arg-109, Thr-246 olup bunlar
kimyasal olarak [69], yapisal olarak [55, 70, 71] ve Kinetik olarak [72] analiz edilmislerdir.

LDH enzimi, NAD(H) yoklugunda piriivat veya laktatla kompleks olusturmaz. Benzer
sekilde niikleotidlerin yoklugunda substrat analogu olan oxamat ve oxalat ile de kompleks
olusturmadigi gozlenmistir [73]. Katalitik mekanizma, LDH/NADH ikili kompleksinin
olusumundan sonra substratin LDH'a baglanmasiyla baglar. Substrat, enzimin aktif
merkezine yeterince yaklastigi zaman, bir dizi olay meydana gelir. Pirlivatin karbonil
grubunun ve koenzimin nikotinamid grubunun birbirine gore optimal yonlenmeye ulagsmasi
ve bu ydnlenmenin sabitlenmesi Onemlidir. Polipeptit zincirinin 6n yiizii, 98-110
aminoasitlik (“mobile loop’ olarak adlandirilir) aktif bdlge halkasi, substrat baglanma
bolgesi lizerine kapanir [74]. His-195’in imidazol grubu asit-baz katalizi gibi gorev goriir.
Hidroksiasidin ketoaside doniismesi sirasinda substratin hidroksil grubundan bir proton alir.
Diger yandan tersi reaksiyonda (laktatin piirivata doniisiimii sirasinda) karbonil oksijenine
proton saglar [75]. His-195'in imidazol grubu protonlanmadik¢a LDH'n enzim-NADH-

piriivat kompleksini olusturamadigi goézlenmistir. AsSp-168 His-195'in protonlanmis
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formunu kararli hale getirmek i¢in onunla etkilesir [75]. Ayn1 zamanda aktif merkezde yer
alan diger bir dnemli aminoasit olan Argl71'in art1 yiikiiniin subsratin negatif yiikiini
dengeledigi ortaya ¢ikmistir [76]. Sonugta substrat LDH enzimine baglanir ve reaksiyon
gerceklesir. Aktif merkezde yer alan Arg-109'un pozitif yiiklii guanidinium grubu
karbonilin oksijenine yaklasir. Protein konformasyonunda degisiklik meydana gelir. His-
195'e ek olarak Arg-109'un da piirivatin karbonilinin polarizasyonunun devam etmesinde
rol aldig1 diistiniilmektedir [69].

Histidin-195, Arg-109, Asp-168 ve Arg-171’in bilinen tiim LDH dizilerinde korunmus
olmasi bu amino asitlerin, enzimin islevinde 6nemli yere sahip oldugunu gostermektedir.
Aktif merkezde yer alan bu enzimlerin Onemi yoOnlendirilmis mutagenezler ile
gosterilmistir [72, 75, 77, 78].

1.6.1. Theileria parva'min Laktat Dehidrogenaz Enzimi

T. parva’nmin hayati fonksiyonu ic¢in Onemli olabilecek enerji metabolizmasinin
potansiyel zayif noktalar1 yeni bir antitheilerial tasarimi i¢in kemoterapotik hedef olabilir
[79]. Birgok Apikompleksan protozoalara karsi etkin ve orjinal ilaglarin tasarimi igin hedef
olarak biyokimyasal yollarin potansiyel zayif noktalari arastirilmis olmasina ragmen
Theileria parva'ya yonelik kapsamli c¢aligmalar uygulanmamistir. Bu tiir 6nemli yollar
hakkinda gerekli bilgilerin yeterli olmayis1 T. parva'ya karsi ucuz ve etkili kemoterapik
ajanlarin arastirtlmasin1  engellemis olup, bu alandaki ilerlemenin gerceklesmesini
agirlastirmigtir [80].

T. parva sizontlarinin uzun bir siire infekte edilmis hiicrelerden kontamine olmadan
kiiltiire alinmasinin imkansiz olmasi, maliyet, izolasyon prosediirlerinin uzunlugu gibi
problemler sizontlardaki enerji metabolizmasinin enzimleri iizerinde ¢alismalar
yapilmasint geciktirmistir [80]. Bu yiizden T. parva sizontlarinda laktat dehidrogenaz
enzimi ve diger glikolitik enzimlerin varligi sadece elektroforetik c¢alismalarla
gosterilebilmistir [81].

Izolasyon problemlerinin asilmasi [82] ve sonrasinda T. parva'min genom projesinin
tamamlanmasi [32] ile laktat dehidrogenaz geni tespit edilmistir. Buna gére LDH geni, 321
amino asitlik proteini kodlayan 966 baz ¢iftlik agik okuma ¢ergevesini icermektedir [32].
LDH geni klonlanmis olmamakla birlikte T. parva laktat dehidrogenaz enziminin (TpLDH)

yapist ve karekterizasyonu ile ilgili ek calismalarda bulunmamaktadir. Bununla beraber
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yapilan caligmalarda T. parva sizontlarinda glikolitik enzimlerin yiiksek aktiviteye sahip
olduklar1 ve en yiiksek aktiviteyi laktat dehidrogenaz enziminin gosterdigi belirlenmistir.
Bu durum, T. parva sizontlarinin enerji tiretimi i¢in temel yol olarak glikolize bagli olmasi

acisindan Plasmodium'’lardaki eritrositik asamaya [83] benzedigini gostermistir [80].

1.7. Calismanin Amaci

Bu tez ¢alismasinda, ECF'ye karsi etkin olacak yeni ilag tasarimlarina katkida bulunmak
amaciyla T. parva’nin laktat dehidrogenaz enzimi kodlayan geninin literatiirde ilk defa
izole edilip, klonlanmasi ve sonrasinda ekspresyonu amaglanmistir. Bu calisma,
T.parva'nin genom projesi tamamlanmis olmasina ragmen, bu giine kadar karakterizasyonu
ile ilgili ilave calismalarin bulunmadigi laktat dehidrogenaz enzimi hedef alinarak

yapilacak olan ila¢ tasarim ¢alismalari i¢in ilk olmasi agisindan son derece dnemlidir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilan M8305 kodlu Taq DNA Polimeraz enzimi,
tampon ¢ozeltisi ve MgCl; soliisyonu Promega'dan, USA; D0081 kodlu Tsq DNA Polimeraz
enzimi, tampon ¢ozeltisi ve MgSOy soliisyonu Takara'dan, Japonya; M7745 kodlu Pfu Turbo
DNA Polimeraz enzimi ve tampon ¢6zelti Promega'dan, USA; ligasyon i¢in kullanilan A1360
kodlu T4 DNA Ligaz enzimi ve tampon ¢ozeltisi Promega'dan, USA; plazmid DNA
izolasyonu i¢in kullanilan 27104 kodlu QIAprep Spin Miniprep Kit, PCR sonrasi elde edilen
trtinlerin jelde kosturulduktan sonra saflastirmasi asamasinda kullanilan 28704 kodlu
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN' den, Almanya, saglanmistir. Agaroz jel elektroforezi
esnasinda DNA bantlarinin molekiil agirliklar1 ve konsantrasyonunun tayininde kullanilan
G42.60 kodlu Lambda DNA Hind Il Digest Amersham Pharmacia Biotech'den, USA;
SMO0403 kodlu MassRuler DNA Ladder Fermentas'dan, Litvanya, alinmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonlar1 asamasinda kullanilan primerler fontek tarafindan sentezlenmistir [84-86]. Ayni
sekilde sekans analizleri de lontek tarafindan gergeklestirilmistir. Koloni se¢imi i¢in kullanilan
X-gal ve IPTG Roche'dan, USA, alinmistir.

2.1.1. Escherichia coli Suslar:

JM103: endA1 gInV44 sbcBC rpsL thi-1 A(lac-proAB) F'[traD36 proAB™ lacl® lacZAM15]

2.1.2. Klonlama Vektorii

pGEM-T Easy Vektor System | (Katalog No: A1360, Promega, USA): pGEM-T vektoriine

ait harita ve vektor lizerinde yer alan 6nemli referans bolgeler ve bu bolgelerin icerikleri Sekil

2.1'de yer almaktadir.



Xmnl 1994

Scal Nael
1875 \ 2692
. T7
f1 ori ! 1 start
Apal 14
Aatll 20
N Sphl 26
Amp’ BstZI 31
pGEM®-T lacZ Ncol 37
Vector T 1 Sacll 46
(3000bp)

Spel 55
Notl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
. Sacl 94
on BstXl 103
Nsil 112
126

T sps

Sekil 2.1. pGEM-T vektoriiniin fiziki haritas1 ve referans bolgeler [87].

2.1.3. Tamponlar ve Stok Soliisyonlar

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

Trizma Base: 242 g/L
Asetik Asit: 57.1 mL/L
0.5 M EDTA (pH: 8.0): 100 ml/L

Tampon ¢ozelti TAE, dH,O kullanilarak 1x TAE oraninda seyreltilip, uygun miktarda

hazirlanir.

Agaroz Jel Icin Ornek Yiikleme Tamponu (SAB, Sample Application Buffer)

EDTA: 0.4 gr/5mL
Gliserol: 2.5 mL/5 mL
Brom fenol blue (BFB): 0.003 gr/5 mL
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CaCl2 Soliisyonu

100 mM CacCl,.6H,0: 219 g/L
5 mM MgCl,.6H,0: 1.02 g/L
5 mM Tris HCI (pH:7): 5 mL/L (pH: 7.6 olan stok Tris HCI ¢6zeltisinden)

Otoklav ile 121 °C'de 15 dakika sterilizasyonu gerceklestirilir.

2.1.4. Bakteriyolojik Gelisim icin Kullanilan Besi Yerleri ve Soliisyonlar

Luria-Bertani (LB) Buyyon Besiyeri

NaCl: 10 gr/L
Pepton: 10 gr/L
Yeast ekstrat: 5gr/L

Otoklav ile 121 °C'de 15 dakika sterilizasyonu gerceklestirilir.

Luria-Bertani (LB) Agar Besivyeri

NaCl: 10 gr/L
Pepton: 10 gr/L
Yeast ekstrat: 5gr/L
Agar: 15 gr/L

Otoklavda ile 121 °C'de 15 dakika sterilizasyonu gerceklestirilir.
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Mavi-Beyaz (Blue-White Selection Agar) Koloni Secimi icin Besiveri

LB Agar: 100 mL/L
Amfisilin: 100 pL/L
X-gal: 160 pL/L
IPTG: 160 pL/L
Amfisilin

100 mg/mL stok soliisyon hazirlanir (filtre ile sterilize edilir). Kiigiik hacimlere boliniip, -20

°C'de muhafaza edilir.

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)

20 mg/mL konsantrasyonda hazirlanir. Filtre ile sterilize edilir. Kiigiik hacimlere boliiniip, -20

°C'de muhafaza edilir.

X-gal

20 mg/mL konsantrasyonda hazirlanir. Filtre ile sterilize edilir. Kiigiik hacimlere boliiniip, -20

°C'de saklanr.

2.1.5. Primerler
TpLDH enzimine ait genin klonlanmasi ve intronlarinin yonlendirilmis mutagenez (Site

directed mutagenez) ile ¢ikarilmasi igin spesifik primerler kullanilmistir. Bu primerlerin

niikleotid dizileri, Tm degerleri ve % GC oranlar1 Tablo 2.1.'de yer almaktadir.
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Tablo 2.1. Primerlerin niikleotid dizileri, Tm degerleri ve GC yiizdeleri

Primerler Niikleotid dizileri ( 5'-3") Tm degerleri (°C) | % GC
TpLDHF 5 ATGTCTGGAATTAGGAGGAAGTTGATTAG 3' 62.4 37.9
TpLDHR 5 TTATTTGATGAGTGATTCTAGTCGTCTG 3 60.7 35.7
TpLDHEX1R |5 CAGCGCCAATATTGGGGACAATATC 3 63.0 48.0
TpLDHEX2F |5 GATATTGTCCCCAATATTGGCGCTG 3' 63.0 48.0
TpLDHEX2R |5 AGCCTTCGCCAAACCGGCGGTAAC 3 67.8 62.5
TpLDHEX3F |5 GTTACCGCCGGTTTGGCGAAGGCT 3' 67.8 62.5

2.1.6. DNA Ornegi

Theileria parva'ya ait, laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan geni tasiyan genomik DNA
ornegi Dr. Roger Pelle (ILRI, International Livestock Research Institute, Nairobi, Kenya)
tarafindan gonderilmistir. Yapilan biitlin c¢aligmalarda bu DNA o6rnegi kalip olarak

kullanilmastr.

2.2. Metod

2.2.1.Primer tasarmmi

Bu tez ¢alismasinda primerler Theileria parva genomuna ait dizi analizi iizerinden, laktat
dehidrogenaz geninin bulundugu bolge hedef alinarak tasarlanmistir. Laktat dehidrogenaz
enzimi intronlara sahiptir. Bu asamada genin intronlartyla amplifikasyonu s6z konusu olup,
genin basladigi bolgeden DNA zincirlerine koplementer TOLDHF ve TpLDHR ug¢ primerleri
tasarlanmistir. EkSonlarin ¢ikarilip intronlarin birlestirilmesi i¢in i¢ primerlerin birbirlerine
komplementer yapigkan u¢ tasimalari saglanmistir. Primerler tasarlanirken beraber
kullanilacak primerlerin erime sicakliklarinin (T, Melting Temperature) birbirine es yada

yakin olmasi saglanmistir. Ayrica amplifikasyonu engelleyecek, primer ciftleri arasinda dimer
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olusumuna yol agacak yada primerlerin kendi iglerinde sa¢ tokasi olusturmalarina neden

olacak yapilarin olusmamasina dikkat edilmistir.

2.2.1. Theileria parva Laktat Dehidrogenaz Geninin PCR ile Amplifikasyonu

PCR i¢in gerekli bilesenler kalip DNA molekiilii, primerler, dNTP'ler, termostabil DNA
polimeraz ve reaksiyon tamponudur. PCR reaksiyonu hazirlanmadan once reaksiyon
bilesenleri tek tek incelenip, kontaminasyonu oOnlemek amaciyla her birinden bir kag
kullanimlik steril ependorflara belli miktarlarda paylastiritlmistir. PCR bilesenleri son hacim
50 ul olacak sekilde hazirlanir. 0.5 mL'lik PCR tiiplerinde hazirlanan karisim daha Once
programlanan cihazin 6rnek bloguna yerlestirilmistir. PCR bilesenleri ve amplifikasyon

sartlar1 Tablo 2.2.'de verilmistir.

Tablo 2.2. PCR reaksiyon bilesenleri, stok konsantrasyonlar1 ve alinan miktarlar

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri Stok Konsantrasyonu Alan Miktar
Steril dH,0 - 31l
aTag Tamponu 10X 5uL
MgCl, 25 mM 3uL
dNTPs Final konsatrasyon 2 mM 5uL
5' primeri 20 pmol/uL 2.5puL
3' primeri 20 pmol/uL 2.5 uL
Kalip DNA 50 ng/uL 0.5puL
aTag DNA Polimeraz 5 u/uL 0.5uL
Toplam 50 pL

Amplifikasyon kosullari; 94 °C'de 1.5 dakika, 55 °C'de 2 dakika, 72 °C'de 2 dakika ve 30
dongii olarak gerceklestirildi.

18



2.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, BIORAD Sub-Cell GT horizontal jel elektroforez sistemi ile
yapilmistir. Yapilan biitiin elektroforez ¢calismalarinda etidyum bromdir ile boyanan agaroz jel
kullanilmigtir. Bunun igin % 1 agaroz igeren 1x TAE tampon ¢ozeltisi mikrodalga firinda
kaynatilir. Oda sicakliginda 55-65 °C'ye kadar sogutulur. Bu esnada jelin dokiilecegi jel tepsisi
hazirlanir, taraklar yerine yerlestirilir. Jeli tepsiye dokmeden Once son konsantrasyon 0.5
pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir ilave edilir. Jel tepsiye dokiiliir ve katilagmasi beklenir.
Katilagtiktan sonra tarak cikarilir. Jel iizerindeki kuyucuklara yerlestirilecek olan DNA
orneklerine 2 uL SAB ilave edilir. Elektroforez rutin agaroz jeller igin 40-60 mA, diisiik erime
noktali agaroz jeller icin 30-40 mA'de bromfenol mavisi yaklasik olarak jelin 2/3'line
ulagincaya kadar yiiriitiiliir. Jel ortaminda, DNA'lar molekiiler agirliklarina bagli olarak bir
ayirima tabi tutulurlar. Elektroforez sonrast DNA bantlar1 bir transilliiminator kullanilarak

gortintiilenir [88].

2.2.3. DNA'nin Geri Kazanilmasi

2.2.3.1. DNA'min PCR'dan Geri Kazanilmasi

PCR sonrasinda elde edilen tiriinlerin 10 pL'leri jelde yiiriitiildii. Beklenen biiyiikliikte bant
gozlendikten sonra geriye kalan 40 pL'leri PCR ekstraksiyon kiti, QIAGEN, kullanilarak
asagidaki sekilde saflagtirildi [89].

1) Ependorfa 1 hacim PCR iiriinii i¢in 5 hacim PB tamponu eklendi.

2) Karigim 5 saniye vortekslendi.

3) Ependorftaki sivi kolona aktarildi ve 13,000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

4) Kolonun altinda bulunan s1vi bosaltildi. Bosaltilan tiiplerin igerisine kolon yeniden konuldu.

5) Yikamak i¢in kolonun {izerine 750 uL PE tamponu konuldu ve 13,000 rpm'de 1 dakika
santrifiij edildi.

6) Alttaki tiipte biriken siv1 dokiiliip kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.
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7) Kolon tekrar 13,000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

8) Daha sonra kolon yeni bir 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tlipiine yerlestirildi.

9) 1.5 mL’lik santrifiij tiipline aktarilan kolon iizerine tam merkeze gelecek sekilde DNA
konsantrasyonunu artirmak i¢in sadece 30 pL EB tamponu ilave edildi. Kolon 1 dakika
bekletildikten sonra 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek DNA’nin kolondan santrifiij

tiipline alinmasi saglandi ve 6rnekler kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

2.2.3.2. DNA’nin Jelden Geri Kazanilmasi

Elektroforez sonrasi jelden dilimler halinde kesilen spesifik DNA bantlar1 1.5 mL'lik
mikrosantrifiij tiipii igerisine birakilir ve DNA, QIAquick jel ekstraksiyon kiti, QIAGEN,
kullanilarak asagidaki sekilde saflastirildi [88].

1) Temiz ve keskin bir bistiiri ile DNA parg¢asi agaroz jelden kesilip ¢ikarildi.

2) Jel pargasi tartildi. 1 hacim jel i¢in (100 mg = ~100 pL) 3 hacim QG tamponu eklendi.

3) 10 dakika 50 °C’de inkiibe edilerek ve 2-3 dakika araliklarla vortekslenerek jelin tamamen
¢oziilmesi saglandi.

4) Jel ¢oziildiikten sonra karigimin renginin sar1 olmasina dikkat edildi (renkte degisiklik
gozlenirse pH degismistir ve pH=7.5 ayarlanmalidir).

5) Ornege 1 hacim izopropanol eklendi ve karistirildi.

6) Ornek QIAQuick kolonuna aktarildiktan sonra 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek
DNA’nin kolona baglanmas1 saglandi ve ¢oken s1vi dokiildii ve islem tekrarlandi.

7) Yikamak i¢in kolona 750 pL PE tamponu eklendi ve 10,000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlendikten sonra kolon tamponun tamamen uzaklastirilmasi i¢in 13,000 rpm’de 1
dakika daha santrifiijlendi.

8) 1.5 mL’lik santrifiij tiipline aktarilan kolon iizerine tam merkeze gelecek sekilde DNA
konsantrasyonunu artirmak i¢in sadece 30 pLL EB tamponu ilave edildi. Kolon 3 dakika
bekletildikten sonra 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek DNA’nin kolondan santrifiij

tiipline alinmasi saglandi ve 6rnekler kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

20



2.2.4. Klonlanacak DNA ile Vektor DNA’sinin Birlestirilmesi (Ligasyon)

DNA o6rnegi konsantrasyonu dikkate alinarak cesitli insert: vektor oranlar ile ligasyon

yapilmistir. Ligasyon reaksiyonu ve bilesenleri asagida verilmistir.

Tablo 2.3. Ligasyon reaksiyonu

Ligasyon Reaksiyonunun Bilesenleri| Stok Konsantrasyonu Alinan Miktar
Rapid Ligasyon Tamponu 2X SuL
Vektor (0GEM-T) 50 ng 1uL
Insert (TpLDH) 100 ng luL
T4 DNA Ligaz 3 u/pL 1 uL
Steril dH,0 - 2 uL
Toplam 10 pL

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

2.2.5. Kalsiyum Kloriir Etkilesimiyle Kompetent E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetent hiicre olugturulmasi standart CaCl, yontemi ile asagidaki protokol ¢ergevesinde

gergeklestirilmistir [88].

1) Gece boyunca (15-18 saat) 37 °C'de 200 rpm’de kiiltiirii yapilan hiicrelerden 100 pL 6rnek
alinarak 20 mL LB iceren erlenlere ekim yapildi1 ve bu kiiltiirler yine ¢alkalamali sartlarda
(160 rpm) ve 37 °C'de ODgqo degeri yaklasik 0.5 olana kadar inkiibe edildi.

2) Yukaridaki optik yogunluga ulasan erlenler bir buz kabina gomiilerek 10 dk. bekletildikten
sonra, ependorf tiiplerine kiiltiirler pipetlendi ve sogutmali (4 °C'de) santrifiijde 5.000
rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant atildu.

3) Bu islem 2 defa tekrarlandi.
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4) Soguk 10 mM NaCl’den 1 mL peletlerin iizerine pipetlendi ve peletler ¢ozdiiriildi.

5) 5 dk. 5,000 rpm’de 4 °C'de santrifiij edildi.

6) Toplanan pelete 0.5 mL soguk 0.1 M CaCl; eklenerek 20 dk. buz iistiinde tutulduktan sonra
4 °C'de 5,000 rpm’de yine 5 dk. santrifiij edildi ve yine pelet muhafaza edildi.

7) Toplanan pelet 150 uL soguk 0.1 M CaCl; iginde siispanse edilerek transformasyon igin

hemen kullanilmstir.

2.2.6. Transformasyon

Yukaridaki sekilde elde edilen kompetent hiicrelere TPLDH genlerini tasiyan plazmidinin
aktarimi  literatiirdeki  standart “is1  soku” protokoliine gore asagidaki sekilde

gerceklestirilmistir.

1) Siispansiyonun iizerine 0.1-1 pg DNA igeren 2 pL. DNA soliisyonu eklendi ve buzda 1 saat
bekletildi.

2) Tiipler 42 °C'deki bir su banyosuna alinarak 2 dk. tutulduktan sonra tekrar buza gomiilerek
10 dk. bekletildi.

3) Tiipler 1 mL LB eklenerek hafifce ¢alkalandiktan sonra 37 °C'de yaklasik 1 saat inkiibe
edildiler.

4) Hiicreler amfisilin (100 pg/mL), IPTG ve X-gal igeren LB agar petri kaplarina 400 pL
olarak transfer edilerek cam ¢ubukla yayildiktan sonra inkiibatore kaldirilarak en az 18 saat

sure ile inkiibe edildi.

2.2.7. Rekombinant DNA'y1 iceren Hiicrelerin Secimi

Elde edilen rekombinant kolonilerin gozle goriilebilir bir bilyilikliige ulasmalarinin en az 18
saatlik bir inkiibasyonu gerektirdigi belirlenmistir. Klonlama sonucunda her plazmit istenilen
rekombinant DNA molekiiliinii icermeyebilir. Bu nedenle besiyerinde {liretilen bakterilerin

rekombinant plazmiti igerip igermedigi yoniinden taranmasi gerekir. Hiicrenin rekombinant
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DNA molekiiliinii igerip igermedigini saptamak icin izlenecek yollar kullanilan plazmitin
ozelligine gore degismektedir.

Bu tezde kullanilan klonlama vektoriinde Lac Z geni yer almaktadir. Bu genin triinii X-
gal'l pargalar ve mavi renk olusturur. Bu tiir plazmitlerde klonlama bu genin ortasina
yapilmaktadir ve basarili bir klonlamada gen islevsiz hale gelir. Dolayisiyla olusan koloniler
beyaz renktedir. Mavi renkli koloniler, klonlamanin bagarili olmadigin1 ve ortamda Lac Z
genini i¢eren plazmitlerin varligini gosterir. En az 18 saatlik bir inkiibasyon siiresinden sonra,
petri kutularinda yer alan beyaz renkli koloniler koloni PCR i¢in segilmistir.

p-GEM-T easy vektoriinde klon iceren hiicrenin se¢imi gorsel olarak yapilmaktadir. Klon
iceren koloniler beyaz icermeyenler ise mavi renkte gozlenir. inkiibasyon siiresinin sonunda

beyaz renkte goriinen koloniler segildi.

2.2.8. Koloni PCR

Alt klonlama sonrasi besiyeri ilizerinde gelisen kolonilere iki ayr1 steril kiirdan yardimi ile
dokunulur. Kiirdanlardan birisi 100 pl/mL amfisilin iceren LB buyyon igerisine atilir. Buyyon,
37 °C'de ve 100 rpm'de inkiibasyona birakilir. Diger kiirdan koloni PCR"1 gerceklestirmek
tizere igerisinde 50 pL steril dHO bulunan bir mikrosantrifiij tiipii icerisine aktarilir. Koloni
kalintis1 kiirdandan tamamen ayrilincaya kadar kiirdan su icerisinde karistirilir. Daha sonra
ornek 10 dakika kaynatilir, 13,000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 iistte
kalan siipernatantin 15 pL’si kalip olarak kullanilarak asagida sartlan verilen reaksiyon

gerceklestirilir.
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Tablo 2.4. Koloni PCR reaksiyon bilesenleri ve aliman miktarlar

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri Stok Konsantrasyonu Alman Miktar
Steril dH,O - 16.5 uL
aTaq Tamponu 10X 5uL
MgCl, 25 mM 3uL
dNTPs Final konsatrasyon 2 mM 5uL
5' primeri 20 pmol/uL 2.5 uL
3' primeri 20 pmol/uL 2.5 uL
Kalip DNA 50 ng/uL 15 uL
aTaq DNA Polimeraz 5 u/puL 0.5puL
Toplam 50 pL

Amplifikasyon 94 °C'de 1 dakika, 55 °C'de 2 dakika, 72 °C'de 2 dakika ve 30 dongii olarak
gerceklestirilir.
Koloni PCR'dan pozitif sonu¢ alinmas1 durumunda inkiibasyona birakilan kiiltiirden stok

kiiltiir hazirlanir ve plazmid DNA hazirlanarak o6rnekler dizi analizine gonderilmistir.

2.2.9. Stok Kiiltiiriin Hazirlanmasi

Bir mikrosantrifiij tiipiine 0.2 um gapl sterilize edilmis % 50 gliserolden 300 pL eklenir.
Uzerine hedef geni iceren rekombinant bakteri kiiltiirinden 700 pL aktarilir. Kiiltiir ve
gliseroliin homojen bir sekilde karigsmasi i¢in mikrosantrifiij tiipli vortekslenir ve hemen sivi

nitrojen igerisine birakilir. Stok kiiltiir donduktan sonra -80 °C'de saklanir [95].

2.2.10. Plazmid DNA izolasyonu

Icerisinde plazmid DNA bulunduran E. coli bakteri soyu 100 pg/ml amfisilin ihtiva eden
LB agar besiyerinde gelistirilir. Steril bir kiirdan yardimiyla daha 6nce segilen kolonilerden bir
tanesi alinarak igerisinde 5 pg/mL amfisilin bulunan 5 mL'lik LB buyyona aktarilir. 37 °C'de

ve 100 rpm’de bir gece inkiibe edilir. 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine bir gece Once
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hazirladigimiz kiiltiirden 1.4 mL alinir. Bu islem sonrast QIAprep Miniprep kiti, QIAGEN,
kullanilarak DNA izole edilir.

2.2.11. Dizi Analizi

Stok kiiltiirii hazirlanmis kolonilerden TPLDH geninin niikleotid dizilerinin belirlenmesi
i¢in dizi analizi yaptirilmustir. Dizi analizi islemi Iontek, Tiirkiye firmasi tarafindan
gerceklestirildi. TpLDH igeren p-GEM-T klonlarinin plazmid ekstraktlarina, TpLDHF ve
TpLDHR primerleri ile ¢ift yonli olarak dizi analizi uygulandi. Boylelikle ¢ift yonli dizi
kontrolii yapilmis oldu.

2.2.12. Yénlendirilmis Mutagenezle intronlarin Cikarilmasi

Bu tez ¢alismasinda yonlendirilmis mutagenez, intronlarin ¢ikarilmasi i¢in kullanilmistir.
Yonlendirilmis mutagenez genlerde baz degisikligi, insersiyon, delesyon gibi degisiklikler
yapmak i¢in kullanilan yaygin bir yontem olmanin yaninda, restriksiyon enzimlerine ihtiyag

duyulmadan iki farkli DNA fragmentini birlestirmek (kimerik genler) i¢in kullanilir [91].

Step I Prinary PCR| - i
™ Wagy —
—

Step 2: Fusion PCR

e,
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Sekil 2.2. Yonlendirilmis mutagenezle intronlarin ¢ikarilmasi
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Polimeraz  zincir reaksiyonu ile {i¢ asamada eckson birlestirme c¢alismalari

gerceklestirilmistir. Ik olarak TPLDH 1 ekson bélgelerini ¢ikarmak icin sirastyla birbirleriyle
ortiisen TPLDHEX1R, TpLDHEX2F, TpLDHEX2R, TpLDHEX3F primerleri ve TpLDHXF ve
TpLDHXR ug¢ primerleri kullanildi. Asagida PCR bilesenleri ve sartlar1 Tablo 2.5.'de

verilmisgtir.

Tablo 2.5. Yonlendirilmis mutagenez ile intronlarin ¢ikarilmasi sirasinda kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlari

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri Stok Konsantrasyonu Almman Miktar
Steril dH,0 - 26 pL
GoTag Tamponu 5X 10 uL
MgCl, 25 mM 3uL
dNTPs Final konsatrasyon 2 mM 5uL
5' primeri 20 pmol/uL 2.5 uL
3' primeri 20 pmol/uL 2.5 uL
Kalip DNA ~100 ng 0.5 uL
GoTag DNA Polimeraz 5 u/uL 0.5puL
Toplam 50 pL

Amplifikasyon 94 °C'de 1 dakika, 55 °C'de 2 dakika, 72 °C'de 2 dakika ve 30 dongii
olarak gerceklestirilir.

Bu islemin sonunda u¢ kisimlar1 birbiriyle komplementer, eksonlardan olusan ii¢c DNA
fragmenti (A, B ve C fragmentleri) elde edilmistir.

Bu asamadan sonra % 1'lik agaroz jelden safastirilan A, B ve C fragmentleri 2. asamada
PCR yontemiyle birlestirilmistir. Konsantrasyonlari esas alinarak belirlenen miktarlarda
kullanilan A, B ve C fragmentleri ile son hacim 25 plL olacak sekilde yapilan PCR'!m

reaksiyon sartlar1 Tablo 2.6.'te verilmistir.
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Tablo 2.6. PCRile A, B ve C fragmentlerinin birlestirilmesi

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri Stok Konsantrasyonu Almman Miktar
Steril dH,0 - X uL
GoTag Tamponu 5X 10 uL
MgCl, 25 mM 1.5uL
dNTPs Final konsantrasyon 2 mM 2.5 uL
A Fragmenti 50 ng/uL X L
B Fragmenti 50 ng/uL X uL
C Fragmenti 50 ng/uL X uL
GoTaqg DNA Polimeraz 5u/puL 0.5puL
Toplam 25 pL

Amplifikasyon 94 °C'de 2 dakika, 50 °C'de | dakika, 72 °C'de 2 dakika ve 7 dongii olarak
gerceklestirilmisgtir. Bunu takiben 3. asamada u¢ primerlerin ve diger PCR bilesenlerinin
ilavesi ile reaksiyon 50 pL'ye tamamlanmistir. 3. asamaya ait PCR bilesenleri ve miktarlari

Tablo 2.7.'da verilmistir.

Tablo 2.7. PCR bilesenleri ve miktarlari

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri Stok Konsantrasyonu Aliman Miktar
Steril dH,0 - 10.5 L
GoTag Tamponu 5X 5uL
MgCl, 25 mM 15uL
dNTPs Final konsantrasyon 2 mM 25uL
5' primeri 20 pmol/pL 2.5 uL
3' primeri 20 pmol/pL 2.5 uL
GoTag DNA Polimeraz 5w/uL 0.5 uL
25 pL
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Amplifikasyon 94 °C'de 1.5 dakika, 55 °C'de 2 dakika, 72 °C'de 2 dakika ve 30 dongii
olarak gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

Bir¢ok parazitik protozoonlara karst orjinal ilaglarin tasarimi i¢in hedef olarak
biyokimyasal yollarin potansiyel zayif noktalar1 arastirilmis olmakla birlikte, T. parva’da
kapsamli ¢caligmalar uygulanmamaistir. Boyle dnemli yollar hakkinda gerekli bilgi eksikligi
T. parva’ya karst ucuz kemoterapotik ajanlarin aragtirlmasinda hizli ilerlemeyi
engellemistir. Bu tez calismasinin amaci, yeni antitheilerial tasarim g¢aligmalarina katki
saglamak i¢in parazitin metabolizmasi igin gerekli bir enzim olan laktat dehidrogenazin
(TpLDH) kemoterapotik hedef olarak kullanilip kullanilamayacagini belirlemek amaciyla
enzimi kodlayan genin izole edilerek klonlanmasi ve sonrasinda ekspresyonunun yapilarak

proteinin elde edilmesidir.

3.1. Theileria parva'ya Ait Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin Tam

Uzunlugunun Elde Edilmesi

T. parva laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen polimeraz zincir reaksiyonu ile
genomik DNA’dan elde edilmistir. Bunun ig¢in ilk olarak 5' yoniinde TpLDHF ve 3'
yoniinde TpLDHR wug¢ primerleri kullanilarak, tam uzunluga sahip TpLDH geninin

klonlanmasi amaglanmistir. PCR bilesenleri ve igerigi Tablo 3.1.'de verilmistir.

Tablo 3.1. PCR bilesenleri ve miktarlari

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri Stok Konsantrasyonu Alman Miktar

Steril dH,0 - 31l

aTaq Tamponu 10X 5uL

MgCl, 25 mM 3uL

dNTPs 2mM 5uL

TpLDHF primeri 20 pmol/ pL 25puL
TpLDHR primeri 20 pmol/ pL 25l
Theileri parva Genomik DNA 50 ng/ uL 0.5 uL
aTaq DNA polimeraz 5u/puL 0.5puL
Toplam 50 pL




Amplifikasyon kosullari; 94 °C'de 1.5 dakika, 55 °C'de 2 dakika, 72 °C'de 2 dakika ve
40 dongii olarak gergeklestirildi.

Elde edilen iiriinleri kosturmak i¢in % 1'lik agaroz jel hazirlandi. PCR f{iriinlerinin 10
puL'si 60 mA'de kosturuldu. TpLDH geni i¢in 1353 bp uzunlugunda DNA bantlarinin

olusumu beklenmis ve dogru bant biiyiikliikleri Sekil 3.1.'de gozlemlenmistir.

Sekil 3.1. Tam uzunluga sahip TpLDH geninin elde edilmesi. M: Markar; 1-3 TpLDH geni

Geriye kalan 40 pL'lik PCR iriinleri, QIAGEN PCR saflagtirma kiti kullanilarak
saflastirildi.

3.2. TpLDH Geninin pGEM-T Easy Vektor Sistem I'e Aktarilmasi

TpLDH geni PCR'dan saflastirildiktan sonra, pGEM-T easy sistem [ vektoriine
aktarmak i¢in ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Reaksiyon gerceklestirildikten sonra +4
°C'de bir gece boyunca bekletildi.

Vektor yogunlugunu artirip bununda ligasyon oranina yansimasi i¢in, pGEM-T easy
vektor sistem I klavuzunda yer alan miktarlar {izerinde degisiklikler yapilmistir. Ligasyon

oraninin en yiiksek olacag diisiiniilen miktarlar kullanilmastir.
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3.3. Rekombinant DNA'nin JM103 Bakteri Hiicrelerine Transformasyonu

Ligasyon sonrasi elde edilen rekombinant DNA (TpLDH geni + pGEM-T easy vektor)
ornekleri ve pozitif kontrol olarak pKK223-3 vektorii JM103 hiicrelerine aktarilmistir.
Transformasyon islemi Boliim 2.6.6.'da belirtildildigi gibi gergeklestirilmistir.

Transformasyon sonrasinda beyaz renkte koloniler igeren, hem pozitif kontrol olarak
kullanilan pKK223-3 vektoriinii igeren JM103 kolonileri hem de TpLDH genini igeren
JM103 kolonileri elde edilmistir.

3.4. Koloni PCR

Transformasyon sonrasi se¢ilen kolonilerin TpLDH genine sahip olduklarini kanitlamak
icin koloni PCR yapilmistir. Bunun i¢in genin tam uzunlugunu ¢ogaltacak TpLDHF ve
TpLDHR primerleri kullanilmistir. Koloni PCR sonucunda jel iizerinde klonlanan genin
biiyiikliigiinde bir bant goriilmesi segilen kolonilerin bu geni tagidigini gostermektedir. Ug
primerlerle yapilan koloni PCR sonucunda ornekler % 1'lik agaroz jelde kosturuldu. Jelde
beklenen biiyiikliikte bantlar goriildii.

Koloni PCR' da pozitif sonug goriilmesinin ardindan koloniler amfisilin igeren LB
buyyon besiyerine aktarilip, bu kolonilerden Boliim 2.2.9'da yer alan sekilde stok kiiltiirler
hazirlandi.

PGEM-T vektoriine aktarilan ve JM103 bakterilerine transformasyonu yapilan (TpLDH
in pGEM-T in JM103) kiiltiirlerden sekans analizi i¢in miniprep yapildi. Miniprep (plazmit
izolasyonu) islemi QIAprep Miniprep kiti, QIAGEN'de yer alan protokol seklinde
gerceklestirildi.

3.5. TpLDH Genini Sekans Analizi ve Sonucu

Plazmit izolasyonu gergeklestirildikten sonra TpLDHF ve TpLDHR primerleri
hazirlanarak, 6rnekler lontek' e, Tiirkiye sekanslanmasi i¢in gonderildi. Sekans sonucu
Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.'de yer almaktadir. Sekil 3.4.'de ise sekanslama sonucu elde edilen

TpLDH geninin niikleotid dizisi verilmistir.
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File: TeLDH-T DHF .abl Signal A467% C4215 G:1983 T:6325  Sample: 200568-M4-209866

Lan= 32 Base spacing 1528 556 bases in 11507 scans Page 20f2
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<0 530 540
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e G T e e b e et e

Sekil 3.2. TpLDH geninin 5'—3' zincirinin dizi analizi sonucu
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File: TpL DH-Tl DHE abl Bignal A:4538 C:5833 G2445 T-6436
Lane 30 Base spacing 1536 053 bases in 11464 scans

Sampla: 209965-M4-209867

Paps 20f2

EED E70 B0 50 Too
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710 TZ0 730 740 750 TED
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GTET TAACTCTTAACTATTGEETATTAACTATTAATATTE

170 7TED 75

ACTACTBGTAT TERATE

<0

0 B0 B1D
TTEeCTATTETTATEGRAGATEATAETTTT ARG

Ban B 40 B350 B &0 B7 LAl 850
ATTTET SITAREEGE GOETT C GRaalC GTET A CCAEE AGETACTE T CRAATAGTATACTAT CRAACTAEECTATTIOE &

00

5 510 BZ0
TATAT:AE TTRAEGEEAGTITAARTTATAT

G2 Gap G50
RTTITRACTATAG TTTATGAGETRACTIERE EBICGTIT &

N e Py LoV Nl Rt =

Sekil 3.3. TpLDH geninin 3'«5' zincirinin dizi analizi sonucu
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=2 TpLDHF
ATGTCTGGAATTAGGAGGAAGTTGATTAGTTTGATTGGCTCTGGAAACATTGGCGGGATC

TACAGACCTTAATCCTCCTTCAACTAATCAAACTAACCGAGACCTTTGTAACCGCCCTAG

ATGGGATATCTGACACAACTAACCGAACTGGTAGATACCGTTTTCTTCGATATTGTCCCC

TACCCTATAGACTGTGTTGATTGGCTTGACCATCTATGGCAAAAGAAGCTATAACAGGGG

AGTACTTATTTACTATAGTATATACTATACTTATATAGTTAACTAAATACCTATAGTTAA

TCATGAATAAATGATATCATATATGATATGAATATATCAATTGATTTATGGATATCAATT

CTGAGTAGTCAGTTGACTAAATAGTCATTTGACTGAATATTTGTAATGTGTTTGTAGATA

GACTCATCAGTCAACTGATTTATCAGTAAACTGACTTATAAACATTACACAAACATCTAT

TTGGCGCTGGGAAATCGTTGGATATAATGCATGCGAATTCGATTCAGGGAAAGGCTTACA

AACCGCGACCCTTTAGCAACCTATATTACGTACGCTTAAGCTAAGTCCCTTTCCGAATGT

AATGTAAAGGCACCAACAACTACAAAGACATCGCCGGAAGTGATGTCTGCATCGTTACCG

TTACATTTCCGTGGTTGTTGATGTTTCTGTAGCGGCCTTCACTACAGACGTAGCAATGGC

CCGGTGTATCCCAAACACTCAGTTACCTCATAAACTATAGTTAAATATATAATTAACTCC

GGCCACATAGGGTTTGTGAGTCAATGGAGTATTTGATATCAATTTATATATTAATTGAGG

CTAATTATATACCGAATAGCCTAGTTGATAGTATACTATTGACAGTACCTCCTGGTACAC

GATTAATATATGGCTTATCGGATCAACTATCATATGATAACTGTCATGGAGGACCATGTG

GGTTCGAACCCCCCTACAACAAATTCTAAAACTATCATCTCCATAACAATAGTTAATATT

CCAAGCTTGGGGGGATGTTGTTTAAGATTTTGATAGTAGAGGTATTGTTATCAATTATAA
CAATACCAGTAGTTAATATTAATAGTTAATACCAATAGTTAAGAGTTAACACTAAATACA

GTTATGGTCATCAATTATAATTATCAATTATGGTTATCAATTCTCAATTGTGATTTATGT
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AATAGTTAATAGTTAATGTATGGATTGAAAATATAGTTGGCGAAGGCTCCTGCGAAATCG

TTATCAATTATCAATTACATACCTAACTTTTATATCAACCGCTTCCGAGGACGCTTTAGC

AATGAGGAGTGGAATCGTGACGACTTGGTTGCGTTTAACGCTAAGATAATAACGGAGGTG

TTACTCCTCACCTTAGCACTGCTGAACCAACGCAAATTGCGATTCTATTATTGCCTCCAC

GCTGAGAATATAAAAAAGTATGCCCCAAAGGCGTTTGTAATAGTGATTACAAATCCGATG

CGACTCTTATATTTTTTCATACGGGGTTTCCGCAAACATTATCACTAATGTTTAGGCTAC

AATGTTATGGTCCACTTAATGTTGAAGGTGACTGGTTTTTCAAAGAACATGGTCGTGGGT

TTACAATACCAGGTGAATTACAACTTCCACTGACCAAAAAGTTTCTTGTACCAGCACCCA

ATGGGTGGCTTATTAGACTCCTCGAGGATGAACTGTTACATTGCTGAGAAGTTAGGCGTT

TACCCACCGAATAATCTGAGGAGCTCCTACTTGACAATGTAACGACTCTTCAATCCGCAA

AACCCGAAGTACGTCCACGGCAGTGTTATTGGCGCACATGGTGATAGTATGATCCCACTA

TTGGGCTTCATGCAGGTGCCGTCACAATAACCGCGTGTACCACTATCATACTAGGGTGAT

GTGTCCCGCTCCACAGTCTACGGCATACCAATCCTCGACTTTGTAGAAAAAGGGTACCTG

TGGGTACTTCTATAATTCCTCTAACTCCTTGCATGGTAATGGAGTCGGTAACTTTATGAC

ACCCATGAAGATATTAAGGAGATTGAGGAACGTACCATTACCTCAGCCATTGAAATACTG

TTCAACATGCCGAGTCCTAGAAGAATGAAGCGTGGCCGTTGCCGGCGTTAACTCTACCGG

AAGTTGTACGGCTCAGGATCTTCTTACTTCGCACCGGCAACGGCCGCAATTGAGATGGCC

TTCAACATGCCGAGTCCTAGAAGAATGAAGCGTGGCCGTTGCCGGCGTTAACTCTACCGG

TCGGCCTATCTTAATGATAAGAAATCTGTGTTCCCGTGCTCCTGTTACCTCGAAGGACAG

AGCCGGATAGAATTACTATTCTTTAGACACAAGGGCACGAGGACAATGGAGCTTCCTGTC
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TACGGACATAAAGAAGTCTACTGCGGCACTCCCGCAGTCATTGGCGCCAACGGAGTAGAG
———————————————————————————————————————————————————————————— 1260
ATGCCTGTATTTCTTCAGATGACGCCGTGAGGGCGTCAGTAACCGCGGTTGCCTCATCTC

AAGGTACCCGAACTCAAACTCACACCACAAGAACAACAGAAATTCAATGACTCAATCAAA
———————————————————————————————————————————————————————————— 1320
TTCCATGGGCTTGAGTTTGAGTGTGGTGTTCTTGTTGTCTTTAAGTTACTGAGTTAGTTT

GAAATCAGACGACTAGAATCACTCATCAAATAA

CTTTAGTCTGCTGATCTTAGTGAGTAGTTTATT
<——TpLDHR

Sekil 3.4. TpLDH enzimini kodlayan genin dizi analizi ile elde edilen niikleotid dizisi, TPOLDHF ve TpLDHR
primerleri ok ile gosterilmistir. Dogru bir sekilde sekanslanamayan kisimlar koyu olarak gosterilmistir.
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3.6. Yonlendirilmis Mutagenezle Intronlarin Cikarilmas1 ve Fragmentlerin Elde
Edilmesi

Tam uzunlugu 1353 bp olan TpLDH geninin intronlartyla beraber elde edilmesinin
ardindan, intronlar1 yonlendirilmis mutagenezle ¢ikarilmistir. Bunun i¢in 2 asamali PCR
gerceklestirilmistir. Intronlarin ¢ikarilmasi sonucu eksonlardan olusan 3 DNA fragmenti
elde edilmistir. Bu fragmentler A, B ve C fragmentleri olarak adlandirilmistir. A
fragmentinin uzunlugu 121 bp, B fragmentinin uzunlugu 128 bp ve C fragmentinin
uzunlugu ise 717 bp'dir. PCR igin TpLDHF, TpLDHEX1R, TpLDHEX2F, TpLDHEX2R,
TpLDHEX3F ve TpLDHR primerleri kullanilmis ve beklenen biiyiikliikte DNA bantlar
gorilmiistiir.

Asagidaki tablolarda her bir fragmentin elde edilmesine yonelik PCR bilesenleri ve

miktarlar1 verilmistir.

Tablo 3.2. A fargmentinin elde edilmesi i¢in gerceklestirilen PCR bilesenleri ve miktarlari

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri Stok Konsantrasyonu Alinan Miktar
Steril dH,0 - 26 pL
GoTag Tamponu 5X 10 uL
MgCl, 25mM 3uL
dNTPs 2mM 5puL
TpLDHF 20 pmol/ pL 2.5 uL
TpLDHEX1R 20 pmol/ pL 2.5 uL
TpLDH in pGEM-T 50 ng/ pL 0.5puL
GoTaqg DNA polimeraz 5u/pL 0.5puL
Toplam 50 pL
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Tablo 3.3. B fargmentinin elde edilmesi igin gergeklestirilen PCR bilesenleri ve miktarlari

PCR Reaksiyonunun Bilegenleri Stok Konsantrasyonu Alinan Miktar

Steril dH,0 - 26 pL

GoTag Tamponu 5X 10 pL

MgCl, 25 mM 3uL

dNTPs 2 mM 5uL
TpLDHEX2F 20 pmol/ pL 2.5 1L
TpLDHEX2R 20 pmol/ pL 25uL
TpLDH in pGEM-T 50 ng/ pL 0.5puL
GoTaq DNA polimeraz Su/ pL 0.5puL
Toplam 50 pL

Tablo 3.4. C fargmentinin elde edilmesi i¢in gergeklestirilen PCR bilesenleri ve miktarlar1

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri

Stok Konsantrasyonu

Alman Miktar

Steril dH,0 - 26 L
GoTaq Tamponu 5X 10 uL
MgCl, 25 mM 3uL

dNTPs 2mM 5L
TpLDHEX3R 20 pmol/ pL 2.5 uL
TpLDHR 20 pmol/ uL 2.5 uL
TpLDH in pGEM-T 50 ng/ pL 0.5 uL
GoTag DNA polimeraz 5u/pL 0.5puL
Toplam 50 pL

Amplifikasyon kosullari; 94 °C'de 1.5 dakika, 55 °C'de 2 dakika, 72 °C'de 2 dakika ve
30 dongii olarak gergeklestirildi. Elde edilen iirinlerin tamami1 % 1'lik agaroz jel hazirlanip,
60 mA'de kosturuldu. A fragmenti i¢in 121 bp, B fragmenti i¢in 128 bp, ve C fragmenti
icinde beklenen uzunluk olan 717 bp uzunlugunda bantlar goriildii. Fragmentlere ait

bantlarin yer aldig1 jel goriintiisii Sekil 3.5.'te yer almaktadir.

40




Sekil 3.5. PCR ile A, B ve C fragmentlerinin elde edilmesi. M: Markir; 1: A fragmenti (Ekson 1); 2: B
fragmenti (Ekson 2); 3: C fragmenti (Ekson 3)

3.7. TpLDH Geninin Tam Uzunlugunun intronsuz Olarak Elde Edilmesi

Agaroz jelden PCR iiriinleri, QTAGEN PCR saflastirma kiti kullanilarak saflastirildi. A,
B ve C fragmentleri TpLDH geninin ii¢ pargasi olup bu ii¢ fragment birlestirilerek TpLDH
geninin intronsuz elde edilmesi amaclanmstir. 11k olarak gerekli reaksiyon bilesenlerinin
miktart belirlenmistir. Bunun i¢in jelden saflastirilan A, B ve C fragmentleri tekrar jelde
yiiriitiiliip konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Fragmentlere ait konsantrasyonlar Sekil 3.6.'da

yer almaktadir.
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M 1 2 S

Sekil 3.6. TpLDH genine ait A, B ve C fragmentlerinin jelden saflastirilmasi sonucu elde edilen
konsantrasyonlari. M: Markir; 1: A fragmenti; 2: B fragmenti; 3: C fragmenti

TpLDH'm A, B ve C fragmentlerini birlestirmek i¢in iki basamakli PCR yapilmistir.
PCR bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.6.'da verilmistir.

PCR Basamak I:

Tablo 3.5. PCR basamak I'de yer alan reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

PCR Reaksiyonunun Bilesenleri Stok Konsantrasyonu Alian Miktar
Steril dH,0 - 0.5 uL
GoTag Tamponu 5X 5uL
MgCl, 25 mM 1.5 uL
dNTPs 2mM 2.5 uL
TpLDH A fragmenti 50 ng/5 uL 5uL
TpLDH B fragmenti 50 ng/5 pL 5uL
TpLDH C fragmenti 50 ng/5 uL 5uL
GoTaqg DNA polimeraz 5u/puL 0.5uL
Toplam 25 pL
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Amplifikasyon kosullari; 94 °C'de 2 dakika, 50 °C'de 1 dakika, 72 °C'de 2 dakika ve 7
dongii olarak gerceklestirildi.

Basamak I'in bitmesinin ardindan asagida verilen basamak II bilesenleri PCR tiiplerine
ilave edilerek reaksiyon gerceklestirilmistir. II. basamaga ait PCR bilesenleri ve miktarlar

Tablo 3.8.'de verilmistir.

PCR basamak 11

Tablo 3.6. PCR basamak Il'de yer alan reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

PCR Reaksiyonunun Bilegenleri Stok Konsantrasyonu Alman Miktar
Steril dH,O - 0.5puL
GoTag Tamponu 5X 5uL
MgCl, 25 mM 1.5uL
dNTPs 2mM 25puL
TpLDHF 50 ng/5 pL 5uL
TpLDHR 50 ng/5 pL 5uL
GoTaq DNA polimeraz Su/ pL 0.5puL
Toplam 25 puL

Amplifikasyon kosullari; 94 °C'de 1.5 dakika, 55 °C'de 2 dakika, 72 °C'de 2 dakika ve
25 dongii olarak gergeklestirildi.
PCR basamak I'de A, B ve C fragmentleri birlestirilmis olup, TpLDH geni tam uzunlukta
tek par¢a olarak elde edilmistir. PCR'm II. basamaginda ise TpLDH geninin
amplifikasyonu amaglandigi i¢in, biitiin genin amplifikasyonunu saglayacak TpLDHF ve
TpLDHR ug primerleri kullanilmigtir. PCR ile elde edilen TpLDH geni % 1'lik agaroz jele
yiiklenip, 60 mA'de kosturuldu. Elektroforez sonunda elde edilen bantlarin dogru
biiyiikliikte oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.7.).
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900 bp —

1031 bp — 20601

M 1 2

Sekil 3.7. A, B ve C fragmentlerinin PCR ile birlestirilmesi sonucu intronsuz TpLDH geninin elde edilmesi.
M: Markir; 1 ve 2: Intronsuz TpLDH geni
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4. SONUC ve TARTISMA

Theileria parva, Theileria cinsinin ekonomik olarak 6nemli olan iki tiiriinden birisi olup,
kene kaynakli Sark Sahili Hummasi (East Coast Fever, ECF) adi verilen hastalik etmenidir.
Parazitin neden oldugu hastalik, diinyadaki evcil ve yabani hayvanlarin genis bir kismin
etkilemektedir. Bu parazit omurgali konak sigir i¢in ileri derecede patojen olup, ciddi
ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Hastalik kene kaynakli oldugu igin konak-Theileria-kene {igliisii arasindaki herhangi bir
zincir halkasimin kirtlmasimin ECF’nin engellenmesini saglayacagi diigiiniilmektedir. Kene
kontrolii i¢in kullanilan akarisitlerin yliksek maliyeti ve genis bir kismina direncin hizli bir
sekilde gelismesi ve buna bagli olarak akarisit direnci ile miicadele i¢in daha yeni ve daha
pahali olanlarina ihtiya¢ duyulmasi 6nemli bir problemdir [49, 55, 56]. Bununla birlikte T.
parva’ya kars1 glivenli ve etkili bir ag1 da bulunmamaktadir [49, 38]. Hastaligin tedavisinde
kullanilan antitheileriallar mevcut olup, bu ilaglarin bazilarmin parazitin belirli formlari
tizerinde etkili olmamasi, ilag temininin zorlugu ve maliyeti 6nemli problemler arasindadir
[32]. Gliniimiizde kullanilan en 6nemli kemoterapdtik ajan olan buparvaquone’un sigirlar
igin etkili bir antitheilerial oldugu in vitro ve in vivo olarak genis bir sekilde gosterilmistir
[50, 52, 53]. Ancak yakin zamanda bu antitheileriala karsi da direng gelistigi rapor
edilmistir [54]. Dolayisiyla etkili, ucuz ve giivenle kullanilabilecek yeni bir antitheileriala
acil ihtiya¢ duyulmaktadir [42].

T. parva’nin hayati fonksiyonu icin Onemli olabilecek enerji metabolizmasinin
potansiyel zayif noktalar1 yeni bir antitheilerial tasarimi i¢in kemoterapdtik hedef olabilir
[87]. Ancak T. parva sizontlarinin uzun bir siire infekte edilmis hiicrelerden kontamine
olmadan kiiltiire alinmasinin imkansiz olmasi, maliyet, izolasyon prosediirlerinin uzunlugu
gibi problemler, sizontlardaki enerji metabolizmasimnin enzimleri {izerinde caligmalar
yapilmasini1 geciktirmistir [87, 88]. Dolayisiyla T. parva sizontlarinda glikolitik enzimlerin
varligi sadece elektroforetik ¢aligmalarla gosterilebilmistir. Bununla birlikte yapilan
caligmalarda T. parva sizontlarinda glikolitik enzimlerin yiiksek aktiviteye sahip olduklari
ve en yliksek aktiviteyi laktat dehidrogenaz enziminin gosterdigi belirlenmistir [88]. Bu
durum, T. parva sizontlarinin enerji iiretimi ig¢in temel yol olarak glikolize bagli olmasi
acisindan diger bir Apicompleksan olan Plasmodium’lardaki [91] eritrositik asamaya

benzedigini gostermistir [88].



Bununla birlikte, T. parva’nin izolasyon problemlerinin agilmasi [90] ve sonrasinda
genom projesinin tamamlanmasi [35] ile parazitin metabolizmast ile ilgili 6nemli veriler
elde edilmistir. Buna gore parazit, glikoliz ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisii icin
gerekli enzimlerin tamamini kodlamaktadir [35]. Elde edilen veriler T. parva’nin,
Plasmodium ve diger Apikompleksanlar gibi [102-104] geleneksek bir TCA dongiisiine
sahip olmadigini gostermektedir [25]. Bu yiizden T. parva’nin TCA dongiisiiniin
fonksiyonel olup olmadigi bilinmemektedir [35]. Dolayisiyla parazit, ihtiyag duydugu
biitiin enerjiyi glikoliz ile saglamaktadir. Bunun i¢in glikoliz, T. parva’nin yasam dongiisii
icin gerekli olup, glikoliz enzimleri antitheilerial tasarim g¢alismalart igin cazip bir hedef
olabilir. Bu tez ¢alismasinda T. parva'nin glikoliz reaksiyonunun son basamaginda gorevli
olan laktat dehidrogenaz enzimi hedef enzim se¢ilmistir.

Bu tez calismasinda ECF'ye kars1 etkin olacak yeni ila¢ tasarimlarina katkida bulunmak
amaciyla T. parva’nin laktat dehidrogenaz enzimi kodlayan gen ilk defa izole edilmis olup,
klonlanmistir. Bu durum, T.parva'nin genom projesi tamamlanmis olmakla birlikte, bu
gline kadar karakterizasyonu ile ilgili ilave ¢alismalarin bulunmadig: laktat dehidrogenaz
enzimi hedef alinarak yapilacak olan ila¢ tasarim c¢alismalari i¢in ilk olmasi agisindan son
derece 6nemlidir.

T. parva igin yapiya dayali ilag tasarim ¢aligmalarinda, parazitin metabolik enzimlerinin
aragtirtlmast 6nem arzeder. Bunun i¢in gen izolasyonu, klonlanmasi ve daha sonrasinda
ekspresyonunun yapilmas ileri aragtirmalarin temelini olugturmaktadir. Bu yiiksek lisans
tez calismasinda hedef segilen TpLDH geninin izolasynu ve pGEM-T vektoriine
klonlanmasi standart metodlarla gerceklestirilmistir. Buna gore TpLDH geni 1353 bp
uzunlugundadir. NCBIl'dan (NCBI Reference Sequence: NC_007344) elde edilen
verilerden yola ¢ikarak [106], genin sirasiyla 121 bp, 128 bp, 717 bp uzunlugunda 3
eksondan ve 116 bp ile 271 bp uzunlugunda 2 introna sahip oldugu belirlenmistir. TPLDH
geni, ATG baslama kodonu ile baslayan ve TAA sonlanma kodonuyla biten, 321 amino
asitlik proteini kodlayan, 966 baz ciftlik acik okuma ¢ergevesi igermektedir [35]. Ayrica
TpLDH geni, konak organizma Bos taurus'un LDH geni ile karsilastirilmistir. Buna gore
TpLDH geni Bos taurus'un LDH genine gére ayni pozisyonda amino asit insersiyonlari
veya delesyonlar1 igermektedir. Insersiyonlardan en dikkat cekeni Ser-91 ve Arg-92
arasinda Asn-91A, Glu-91B, Glu-91C, Trp-91D, Asn-91E'ten olusan ilave bes amino asit
dizisidir [Sekil 4.1.]. Apikompleksanlardan olan Toxoplasma, Babesia, Eimeria ve
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Plasmodium tiirlerine ait LDH'larin aktif bolge halkasinda da 5 ilave amino asitin yer
aldig1 ortaya ¢ikmistir [97-100]. Ancak bu dizi Apikompleksan tiirleri arasinda farklilik
gostermektedir. Bu bolge enzim inhibitorleri i¢in tutunma bolgesi olusturmakta ve enzim
inhibitorleri igin cazip bir hedef olusturmaktadir [97-100]. Bu veriler dogrultusunda,
TpLDH enzimininde ayni ozelliklere sahip olmasi, TPLDH ve omurgali konak LDH"
arasinda yiiksek secicilik gosteren inhibitorler bulunabilecegi ve omurgali konaga zarar

vermeden parazitin yok edilebilecegi diistiniilmektedir.

10 N EEWN
ToLDH1-48 1AAoecIcciecoAAAic A:EGAOGAGEOGAA FEH - 6K c FRCEHE =
TaLDw 148 1 AAAGCACCTACAAAA GALGALTGGA TGATGA GGWA 45
BlaumstDH/1-33 1 BRI C RNGROOCNORG AR - - - - - - - - - - - -- - - cHcEE~A Gollc 32

AAG@CACCTGCI-\AAJ’-\TC AATGA GA TGGCAATCOTOGA-GATTTOOGT -

Sekil 4.1. T. parva (TpLDH), T. annulata (TaLDH, TaLDH, NCBI Reference Sequence: XM_948495.1) ve
Bos taurus (BtaurusLDH, NCBI Reference Sequence: NM_174099.2) laktat dehidrogenaz enzimlerinin

karsilastirilmasi

Klonlanan TpLDH geninin intronlarini ¢ikarmak igin yonlendirilmis mutagenez metodu
kullanilmistir. Genel olarak genlerde baz degisikligi, insersiyon, delesyon gibi degisiklikler
i¢in kullanilan yonlendirilmis mutagenez, bu tez ¢alismasinda intronlarin ¢ikarilmasi igin
kullanilmistir. Intronlarin ¢ikarilmasmin ardindan eksonlar birlestirilmistir. Sonugta
TpLDH geni 966 bp uzunlugunda intronsuz olarak elde edilmistir. Dolayisiyla izolasyon ve
klonlamadan sonraki asama olan ekspresyon i¢in intronlarin ¢ikarilmasi gergeklestirilmistir.
Ancak intronsuz TpLDH geninin ekspresyon vektoriine aktarilmasi asamasinda problemler
yasanmis ve ekspresyon asamasina gegilememistir. TPLDH geninin ekspresyon vektoriine
aktarilarak proteinin ifadesinin yapilabilmesi ic¢in optimizasyon c¢aligmalar1 devam
etmektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda TpLDH geninin izolasyonunun ve klonlamasinin
gerceklestirilmis  olmasi, proteinin karakterizasyonu ile 1ilgili ilave c¢aligmalarin
yiirlitiilmesini saglamasi agisindan son derece onemlidir. Bu sayede ila¢ tasarimi igin

kemoterapotik hedef olarak gosterilen TpLDH enziminin molekiiler yapisi ve fonksiyonu
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hakkinda genis bilgiler elde edilmis olacaktir. Elde edilecek bu verilerin, parazitin enerji
metabolizmasinda Onemli bir yere sahip olan bu enzime karsi, seg¢ici inhibitdrlerin

tasarimina olanak saglayacag diisiiniilmektedir.
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