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OZET

Sitma, diinya populasyonunun neredeyse yarisini tehdit eden parazitik bir hastaliktir.
Hastaliga, ayn1 zamanda Toxoplasma, Eimeria, Theileria, Cryptosporidium ve Babesia
gibi diger bazi patojenleri iceren Apikompleksa subesine ait Plasmodium cinsinin liyeleri
sebep olmaktadir.

Bir¢ok endemik bolgede sitmaya kars1 gittikce artan ilag direncinin ortaya ¢ikmasi yeni
antimalarial ilaglarin gelistirilmesinin gerekliligini vurgulamaktadir. Plasmodium’un
metabolik yollarinin  arastirilmas1  parazitin  glikolitik  yolunda kullanilan laktat
dehidrogenaz enzimini isaret etmektedir. Onceki calismalarimizda Plasmodium’un iki
farkli tiiriiniin laktat dehidrogenaz geni klonlanmis, protein ifade edilmis ve enzim yapisi
¢Oziilmistiir. Enziminin yapisal ve kinetik olarak degerlendirilmesi, insandaki esdegerine
gore belirgin bir sekilde farkli Ozelliklere sahip oldugunu gostermistir ve enzim
aktivitesinin engellenmesiyle eritrositlerde parazitin 61diigii rapor edilmistir. Bu ¢alismada,
Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enziminin yapiya dayali ilag tasarim ¢aligmalari i¢in
potansiyel bir hedef olarak belirlenen aktif bolge halkasi ve kofaktdr baglanma bdolgesi
Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve Theileria parva’daki enzimlerin ayni bolgelerine
benzetilerek analiz edilmistir.

Biitiin aminoasit degisimleri yonlendirilmis mutagenez ile yapilmistir. Mutant genlerin
ekspresyon vektorii pKK233-3’e klonlanmasi standart metotlarla saglanmistir. Biitlin
mutant proteinlerin E. coli’de ekspresyonu yapilmis ve protein ekspresyonu Western blot
ile dogrulanmistir. Ekspresyonu yapilan mutant proteinler daha sonra Ni-NTA agaroz
kullanilarak saflastirilmis ve herbir mutant proteinin yapilan Steady-State kinetik analizleri
yabanil tip Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enziminin analiz sonuglariyla
karsilastirilmistir.

Plasmodium vivax’m aktif bolge halkasi, Toxoplasma gondii ve Eimeria tenella laktat
dehidrogenaz enzimlerindeki ayni1 bolgelere benzetildigi zaman, aminoasit degisimi ile
enzimatik aktivitenin kaybolmadig1, fakat enzimin substratina ilgisinin azaldig1 ve katalitik
hizinin distiigii gézlenmistir. Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enzimini Theileria
parva laktat dehidrogenaz enzimine benzetmek i¢in yapilan aminoasit degisimi enzimin
substratina ilgisinde higbir degisiklige neden olmamistir; ancak katalitik aktivite hizi

artmistir. Bu sonuglar, yeni antiparazitik ila¢ gelistirilmesinde Apikompleksan laktat

VII



dehidrogenazlar boyunca aktif bolge halkasimin can alict ve ideal bir bolge oldugunu
gostermistir. Calismanin ikinci kisminda, 163. pozisyondaki 16sin aminoasidi methionin
aminoasidi ile degistirilerek Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enziminin kofaktor
baglanma bolgesi diger Apikompleksan laktat dehidrogenaz enzimlerindeki esdegerleri ile
karsilastirilmigtir. Losin163Methionin degisimi yaptiktan sonra enzim aktivitesi korunmus
olmakla birlikte enzimin subtrat affinitesi ve katalitik hiz1 belirgin bir sekilde azalmistir.
Losin aminoasidi ayni1 pozisyonda bir serin ile degistirildigi zaman enzim aktivitesini
kaybetmistir.

Biitiin bu sonuglar aktif bolge halkasinin yanisira Apikompleksanlarin laktat
dehidrogenazlarindaki kofaktér baglanma bolgesinin de yapiya dayali ilag tasarim

calismalari i¢in ideal bir hedef olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Sitma, Plasmodium vivax, Apikompleksan, Laktat Dehidrogenaz,
Aktif Bolge, Kofaktér Baglanma Bolgesi, Yonlendirilmis
Mutagenez, Steady-State Kinetigi
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ABSTRACT

Comparative Analysis of Active Site Loop and Cofactor Binding Site of Plasmodium
vivax Lactate Dehydrogenase Enzyme with Other Apicomplexan Lactate

Dehydrogenase Enzymes

Malaria is a parasitic disease that threatens almost half of the global population. It is
caused by the members of the Plasmodium genus in the Apicomplexa phylum that also
includes some other pathogens, Toxoplasma, Eimeria, Theileria, Cryptosporidium and
Babesia.

Increasing occurrence of drug resistance against malaria in many endemic areas
emphasizes the need for the development of new antimalarial drugs. Mining of the
metabolic pathways of the Plasmodium pointed the enzyme lactate dehydrogenase used in
the glycolytic pathway of the parasite. Lactate dehydrogenase gene has been cloned from
two different species of Plasmodium, the protein overexpressed and the enzyme’s structure
solved in our previous studies. Structural and kinetic evaluation of the enzyme indicated
that it has strikingly different properties compared to its human counterpart, and inhibition
of the activity of the enzyme has been reported to kill the parasite in the erythrocyte. In this
study, the active site loop that has been identified as a potential target for the structure
based drug design studies and the cofactor binding site of the enzyme were analysed in
Plasmodium vivax lactate dehydrogenase by mimicking the enzyme’s same regions from
Toxoplasma gondii, Eimeria tenella and Theileria parva.

All of the amino acid exchanges were made by site-directed mutagenesis. Cloning of
the mutant genes into the expression vector pKK223-3 were performed by standart
methods. All of the mutant proteins were expressed in E. coli and the expression of the
proteins were confirmed by Western blotting. The overproduced mutant proteins were then
purified by using Ni-NTA agarose and Steady-State kinetic analysis was performed on
each mutant protein and compared with the analysis results of the wild type Plasmodium
vivax lactate dehydrogenase enzyme.

It was observed that making residue exchanges in the active site loop of the
Plasmodium vivax lacate dehydrogenase was possible without losing enzymatic activity

but enzyme’s affinity to its substrate was decreased and catalysis rate was reduced when
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the same region from Toxoplasma gondii and Eimeria tenella lactate dehydrogenases were
mimicked. Making amino acid exchange on Plasmodium vivax lactate dehydrogenase to
mimick Theileria parva lactate dehydrogenase has caused almost no change on the affinity
of the enzyme to its substrate but improved the catalytic activity rate. These results indicate
the active site loop being a crucial and ideal region across the Apicomplexan lactate
dehydrogenases in the development of new antiparasitic drugs. In the second part of the
study, the cofactor binding site of Plasmodium vivax lactate dehydrogenase was compared
to its equivalent in the other Apicomplexan lactate dehydrogenases by replacing leucine
residue at position 163 by a methionin amino acid as in the other Apicomplexan enzymes.
Although the enzymatic activity was maintained after making Leucinel63Methionin
exchange, substrate affinity and catalytic rate of the enzyme were decreased dramatically.
The enzyme has lost its activity when the leucine residue was replaced by a serine at the
same position.

All these results indicate active site loop as well as the cofactor binding site of the
lactate dehydrogenase of Apicomplexans could be an ideal target for the structure based

drug design studies.

Key Words: Malaria, Plasmodium vivax, Apicomplexan, Lactate Dehydrogenase, Active
Site, Cofactor Binding Site, Site-Directed Mutagenesis, Steady-State
Kinetics
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insersiyonunun

PvLMI1Tgl’in A ve B fragmentlerinin elde edilmesi ............cccccveennennee.
PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl genlerinin tam uzunlugunun elde edilmesi
PvLMITgl ve PvLM2Tgl genlerinin ve pKK223-3 vektoriiniin
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonrasi jelde
OTUNTUIENMEST ...t
Koloni PCR sonrasi pozitif ve negatif sonuglarin jelde goriintiilenmesi
PvLMITgl geninin 5'—3' zincirinin ve 3'«-5" zincirinin dizi analizi
SOTIUCUL 1.ttt eitententete st e st sbe e bt ebeestes s e st et et e ebesbeebeebe e st este st ensensenbenbeebenneas
PvLM2Tgl geninin 5'—3' zincirinin ve 3'«-5' zincirinin dizi analizi
SOTIUCUL 1.ttt eitent et nteete sttt be bt estest et et e b e s bt e bt ebe e et eatene et ensetesaeebenaeas
PvLMITgl genini iceren 0-2 saatlik E. coli JM105 hiicre
ekstraktlarinin genel protein profili ..........coocceevieiiiiiiiniiiieeee
PvLMI1Tgl genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli IM105 hiicre
ekstraktlarinin genel protein profili .........ccceceevieriieniiniieciecie e,
PvLM2Tgl genini iceren 3 saatlik-bir gecelik E. coli JM105 hiicre
ekstraktlarinin genel protein profili ..........coocceevieriiiiiiniiiiieee
PvLMI1Tgl genini igeren E. coli JIM105 hiicrelerinin silipernatant ve
pelet fazlariin protein profillerinin ayr1 ayr1 gésterilmesi .....................
PvLM2Tgl genini iceren E. coli JIM105 hiicrelerinin siipernatant ve
pelet fazlarinin protein profillerinin ayr1 ayr1 gosterilmesi .....................
PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl proteinlerinin Western blot ile gdsterilmesi
Deneme 1 ile saflastirilmig PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi
Deneme 2 ile saflastirilmig PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi
Deneme 3 ile saflastirilmis PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi
Deneme 4 ile saflagtirilmis PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi
Deneme 5 ile saflastirilmig PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi
Deneme 6 ile saflastirilmig PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi
Protokol 2 ile saflagtirilmig PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi

PvLDH’1n Steady-State kinetik davranist .........ccoceeeevvveveinenieneenienene
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Protokol 2 ile saflastirilmis PvLM1Tgl proteininin SDS-PAGE ile
ANALIZE 1ottt
Protokol 2 ile saflagtirlmis PvLM2Tgl proteininin SDS-PAGE ile
ANALIZI .ottt ettt sttt eae e
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18] 11011 RS SS P
PvLMIEt genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli JM105 hiicre
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PvLMIEt genini igeren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve
pelet fazlariin protein profillerinin ayr1 ayr1 gésterilmesi ...........c..c......
PvLM2Et genini igeren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve
pelet fazlariin protein profillerinin ayr1 ayr1 gésterilmesi .....................
PvLM1Et ve PvLM2Et proteinlerinin Western blot ile gosterilmesi .....
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PvLMITp ve PvLM2Tp genlerinin ve pKK223-3 vektoriiniin
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Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis PvLMI1Tp ve
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PvLMITp genini igeren E. coli JIM105 hiicrelerinin siipernatant ve
pelet fazlariin protein profillerinin ayr1 ayr1 gésterilmesi .....................
PvLM2Tp genini igeren E. coli JIM105 hiicrelerinin siipernatant ve
pelet fazlariin protein profillerinin ayr1 ayr1 gosterilmesi ...........c.........
PvLMITp ve PvLM2Tp proteinlerinin Western blot ile gdsterilmesi ...
Protokol 2 ile saflastirilmis PvLMI1Tp proteininin SDS-PAGE ile
ANALIZE 1ot
Protokol 2 ile saflastirilmis PvLM2Tp proteininin SDS-PAGE ile
ANALIZE .ot
PvLMITp’ nin Steady-State kinetik davranisi ..........ccccceeeveveeecieeeennennee.
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PvLDH’1n kofaktdr baglanma bolgesindeki Leujs; aminoasidinin
model Apikompleksanlardaki Met;; aminoasidi ile degistirilmesi .......
PvL163M  geninin A ve B  fragmentlerinin  yaklasik
konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesi i¢in jelde goriintiilenmesi ................
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C10) 11011 R ST SSS P
PvL163M genini iceren 3 saatlik-bir gecelik E. coli IM105 hiicre
ekstraktlarinin genel protein profili .........ccoceevieriieniieniieiieceeee,
PvL163M genini iceren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve
pelet fazlarinin protein profillerinin ayr1 ayr1 gosterilmesi .....................
PvL163M proteininin Western blot ile gosterilmesi .......ccccceceeveeeennene.
Protokol 2 ile saflastirilmis PvL163M proteininin SDS-PAGE ile
ANALIZI .ottt
PvL163M’in Steady-State kinetik davranisi .........ccccceceeveivinieneeicnene.
PvLDH’1n kofaktor baglanma bolgesindeki Leu;s; aminoasidinin insan
LDH’1indaki Ser;¢; aminoasidi ile degistirilmesi ........cceeeveevveereenerennnen.
PvL163S geninin tam uzunlugunun kristal viyole ile boyali % 1’lik
agaroz jelde goriintiilenmesi ve etidyum bromiir ile boyali % 1’lik
agaroz jelde gOrintilenmesi ........coeeeeeiierieeiienie e
PvL163S geninin 5'—3' zincirinin ve 3'«-5' zincirinin dizi analizi
C10) 11011 R SRS
PvL163S genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli JM105 hiicre
ekstraktlarinin genel protein profili .........coceoeeveriiniiiniiniiceee,
PvL163S genini igeren E. coli IM105 hiicrelerinin slipernatant ve pelet
fazlarinin protein profillerinin ayr1 ayr1 gosterilmesi .........cccceeeeveeenneen.
Indiiklenmis PvL163S genini iceren bir gecelik E. coli JMI105
hiicrelerinin pelet fazindaki PvL163S proteininin Western blot ile
OSTETIIMEST ..veevviieiiieeiie ettt ettt ettt ebe e e e e e ssseeneeas
PvLDH mutant proteinlerinin 1 mM piriivat konsantrasyonundaki
aktivitelerinin gosterilmesi ..o
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aktivitelerinin gosterilmesi ..........c.oveiiiiiiiii i
PvLDH ve mutant saflastirma

Saflastiriimis proteinlerin

fraksiyonlarinin aktivite degerlerinin gosterilmesi .........................
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TABLOLAR LiSTESI

Giliniimiizde kullanilan mevcut antimalariallar ..............................
Plazmodiyal LDH (Pf/LDH, PvLDH, PoLDH, PmLDH), Toxoplasma
gondii LDH1 ve LDH2 ve insan LDH’larinin (LDH-M ve LDH-H)
substrat 6zgiilliiklerinin karsilagtirilmast .........ccocceeiieiiiiiiiniiiiee
Plazmodiyal LDH (Pf/LDH, PvLDH, PoLDH, PmLDH), Toxoplasma
gondii LDH1 ve LDH2 ve insan LDH’larinin (LDH-M ve LDH-H)
kofaktor 6zgiilliiklerinin karsilastirtlmast ..........ccceeeevveeeiieeniieeieeeen
PvLDH geninin iizerinde yapilan yonlendirilmis mutagenezler i¢in
kullanilan primer ¢iftleri .............oooiiiiiii
Insan LDH’inmn kas (insan-m) ve kalp (insan-h) izomerleri, P. vivax
(PvLDH) ve model Apikompleksanlar Toxoplasma gondii (Tg1LDH),
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dehidrogenaz enzimlerinin aminoasit diizeyinde yiizde benzerlikleri ...
P. vivax ve diger Apikompleksanlarin LDH enzimlerinin aktif bolge
halkasindaki aminoasitlerin yiizde benzerlikleri ............................
PvLM1Tgl proteininin aktivitesinin O1¢UIMesi .........ccceeveeevieeieennennnen.
PvLM2Tg]1 proteininin aktivitesinin O1¢UIMesi .........ccceeeeeevieeieennennen.
PvLDH’1in Deneme 1 ile saflagtirilma protokolii ...........ccccceeeveeniennnnnn.

PvLDH’1n Deneme 2 ile saflagtirilma protokolii ...........ccccceevvervreneennee.
PvLDH’1n Deneme 3 ile saflastirilma protokolii ...........cccceeevvveeineennen.
PvLDH’1n Deneme 4 ile saflagtirilma protokolii ............cccceeviieiennnnnee.
PvLDH’1in Deneme 5 ile saflagtirilma protokolii ...........cccceevveriienennen.
PvLDH’1n Deneme 6 ile saflagtirilma protokolii ............cccceevveeveenennen.
PvLDH enziminin aktivitesinin NADH’1n NAD a c¢evrilmesi ile 340
nm’deki (AAsgo/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek
OICTUIMEST ..ottt ettt e ae e e e ree e eaeeeens
PvLDH’m Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen
SOMUGIAT ....eiiiiiiiii e e e e et e e e et e e e eetae e e e eareeeeeaans

PvLDH’1n Steady-State kinetik sabiteleri .........ccccecevvveneriineenenicnennee
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PvLMI1Tgl enziminin aktivitesinin NADH’m NADa gevrilmesi ile
340 nm’deki (AAs4p/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek
OICTUIMEST .ottt ettt et e e e e e reeeeaeeens
PvLMITgl’in Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde
edilen SONUGIAT ........ccccuiiiiiiiie e
PvLMITgl’in PvLDH ile karsilagtirmali Steady-State kinetik
SADILCIETT ..ttt
PvLM2Tgl enziminin aktivitesinin NADH’1in NAD"a cevrilmesi ile
340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek
OIGUIIMEST ..ot
PvLM2Tgl’in Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde
Cdilen SONUGIAT .......oooiiiiiiiiiceie e
PvLM2Tgl1’in PvLDH ve PvLMI1Tgl ile karsilastirmal1 Steady-State
KInetik SADILEIETT «...eeeueieiiieiieiie e
PvLMIEt proteininin aktivitesinin O1¢UIMESs .......eevevvevvieriinienieniinnes
PvLM2Et proteininin aktivitesinin O1¢GImMesi ........ccceevvevieeierieniinienen.
PvLMIEt enziminin aktivitesinin NADH’in NAD"a cevrilmesi ile
340 nm’deki (AAs4p/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek
OICTUIMEST .ottt ettt e et e e ae e e e ree e eaaeens
PvLMI1Et’nin Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde
edilen SONUGIAT ........ccccuiiiiiiiie e
PvLM1Et’nin PvLDH ile karsilastirmali Steady-State kinetik sabiteleri
PvLM2Et enziminin aktivitesinin NADH’1n NADa ¢evrilmesi ile

340 nm’deki (AAjs4/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek

OIGUIIMEST ..ot et e e e e e
PvLM2Et’nin Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde
edilen SONUGIAT ........ooiiiiiiiiii i e
PvLM2Et’nin PvLDH ve PvLMIEt ile karsilastirmali Steady-State
Kinetik Sabitelert .........oooiriiriiiiiiiiiiiiiieccce e
PvLM1Tp proteininin aktivitesinin SlgImesi ..........ceceeeevieriienceneeenen.
PvLM2Tp proteininin aktivitesinin S1¢UIMEs .........cceevvervenerniinienienne.

XVII

102

103

104

105

105

112

113

115

115

116

117

118

118

127
127



Tablo 3.30.

Tablo 3.31.

Tablo 3.32.

Tablo 3.33.

Tablo 3.34.

Tablo 3.35.

Tablo 3.36.

Tablo 3.37.

Tablo 3.38.

Tablo 3.39.
Tablo 3.40.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Sayfa No

PvLMITp enziminin aktivitesinin NADH’in NADa ¢evrilmesi ile
340 nm’deki (AAs4p/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek
OICTUIMEST .ottt ettt et e e e e e reeeeaeeens
PvLMITp’nin Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde
edilen SONUGIAT ........ccccuiiiiiiiie e
PvLMITp’nin PvLDH ile karsilagtirmali Steady-State kinetik
SADILCIETT ..ttt
PvLM2Tp enziminin aktivitesinin NADH’m NAD"a cevrilmesi ile
340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek
OIGUIIMEST ..ot
PvLM2Tp’nin Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde
Cdilen SONUGIAT .......oooiiiiiiiiiceie e
PvLM2Tp’nin PvLDH ve PvLMI1Tp ile karsilastirmali Steady-State
KInetik SADILEIETT «...eeeueieiiieiieiie e
PvL163M proteininin aktivitesinin OlgUIMes ........cocveveevieeienienienienen.
PvL163M enziminin aktivitesinin NADH’m NAD"a ¢evrilmesi ile
340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek
OIGUIIMEST ..ot
PvL163M’in Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde
Cdilen SONUGIAT .......oooiiiiiiiiiceie e
PvL163M’in PvLDH ile karsilastirmali Steady-State kinetik sabiteleri

PvL163S proteininin aktivitesinin SlgUIMES ......cceecverveneriinienieniinne.
PvLDH’m aktif bolge halkasinin ve kofaktdr baglanma bdlgesinin
yapisal degisiklige olan tolerans durumu ...................oooiiiiiiin..
PvLDH’1n aktif bolge halkast mutagenezlerinin Steady-State kinetik
SADTLEIETT ..ottt

PvLDH’mm kofaktor baglanma bolgesi mutagenezlerinin Steady-State

Kinetik sabitelern ....ooviiiiiit i,
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aa
A/Ala
AIDS
APAD"
APADH
ATP
bp
C/Cys
cm

Cv
D/Asp
Da
DAB
dH,O
DNA
dNTP
E/Glu
E. coli
EDTA
eH,0
EtBr

E. tenella
EtLDH
F/Phe

g
G/Gly
H/His
I/Tle
IPTG

KISALTMALAR ve SIMGELER

: Absorbans

: Aminoasit

: Alanin

: Kazanilmis Immiin Yetmezlik Sendromu
: 3-asetilpiridin adenin diniikleotit

: 3-asetilpiridin adenin diniikleotidin indirgenmis formu
: Adenozin trifosfat

: Baz cifti

: Sistein

: Santimetre

: Kristal viyole

: Aspartik asit-Aspartat

: Dalton

: 3,3’-Diaminobenzidin

: Distile su

: Deoksiribontikleik asit

: Deoksiriboniikleotidtrifosfat

: Glutamik asit-Glutamat

: Escherichia coli

: Ethilendiamintetraasetik asit

: Elgastat H,O

: Etidyum bromiir

: Eimeria tenella

: Eimeria tenella laktat dehidrogenaz
: Fenilalanin

: Gram

: Glisin

: Histidin

: [zoldsin

: Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside
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K/Lys
kb

Keat
Keat/ Km

~
=}

L/Leu
LDH
LMW

M/Met
mA

mg

ml

mM
mRNA
MW
N/Asn
NAD"
NADH
ng
Ni-NTA
nm

oD
P/Pro
PBS
PCR
pLDH
P. falciparum
PfLDH

: Lisin

: Kilobaz

: Katalizleme kinetigi-Geri doniigiim sabiti
: Katalitik verimlilik-Ozgiilliik sabiti

: Kilodalton

: Inhibisyon sabiti

: Michaelis-Menten sabiti

: Litre

: Losin

: Laktat dehidrogenaz

: Low Molecular Weight-Diigiik molekiiler agirlik
: Molar

: Methionin

: Miliamper

: Miligram

: Mililitre

: Milimolar

: Mesajci riboniikleik asit

: Molecular Weight-Molekiiler agirlik

: Asparajin

: Nikotiamid adenin diniikleotid

: Nikotinamid adenin diniikleotidin indirgenmis formu
: Nanogram

: Nikel-nitrilotriasetikasit

: Nanometre

: Optik Dansite

: Prolin

: Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Plazmodiyal laktat dehidrogenaz

: Plasmodium falciparum

: Plasmodium falciparum laktat dehidrogenaz

Pfu DNA Polimeaz : Pyrococcus furiosus DNA Polimeraz
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P. knowlesi
PKLDH

P. malariae
PmLDH
pmol

P. ovale
PoLDH

P. vivax
PVLDH
Q/GIn
R/Arg
RCF

RNA

rpm

S/Ser

SAB

SDS
SDS-PAGE
T/Thr
TAE

TEA
TEMED
T. gondii
TglLDH
Tg2LDH
T. parva
TpLDH
u

Uv

\%

V/Val
Vmax

: Plasmodium knowlesi

: Plasmodium knowlesi laktat dehidrogenaz

: Plasmodium malariae

: Plasmodium malariae laktat dehidrogenaz

: Pikomol

: Plasmodium ovale

: Plasmodium ovale laktat dehidrogenaz

: Plasmodium vivax

: Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz

: Glutamin

: Arjinin

: Relative centrifugal force-Rolatif santrifiij giicii

: Riboniikleik asit

: Revolutions per minute-Rotorun dakikadaki donme hizi
: Serin

: Sample Application Buffer-Ornek uygulama tamponu
: Sodyum dodesil stilfat

: Sodyum dodesil siilfat-Poliakrilamid jel elektroforezi
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1. GIRIS

Sitmay1 ortadan kaldirmak i¢in yiizyildan daha fazla bir siire ¢aba harcanmig olmasina
ragmen, hastalik diinyanin tropikal ve subtropikal iilkelerinin halk sagligin1 ve ekonomik
gelismesini tehdit eden asil ve biiyiiyen bir faktor olmaya devam etmektedir [1, 2]. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére sitma, AIDS ve tiiberkiiloz ile birlikte diinyanin en
onemli infeksiyon hastaliklarindan biridir [2, 3]. Diinya populasyonunun yaklasik olarak
yarisi, sitmanin bulastirildigi bolgelerde yasamaktadir. Her yil yaklasik 250 milyon sitma
vak’as1 goriilmekte ve 1 milyon civarinda 6liimiin gerceklestigi tahmin edilmektedir [3].

Sitma, infekte disi anofel sivrisineklerinin kan emerken tasidiklari sporozoitleri konak
canliya transfer etmesi ile bulasan bir infeksiyon hastaligidir. Hastaliga Apikompleksa
subesine ait olan Plasmodium tiirleri sebep olmaktadir [4].

Plasmodium tiirleri insandan baska maymun, kemirgen, yarasa ve diger memeliler,
kuslar ve siiriingenlerde de infeksiyona sebep olabilir. Insanda sitmaya sebep olan tiirler; P.
falciparum, P. vivax, P. ovale ve P. malariae’dir. Son zamanlarda maymun sitma paraziti
P. knowlesi insanlarda da tespit edilmis olup, insani infekte eden besinci tiir olarak
gosterilmektedir [5, 6].

P. falciparum diger tiirlere gore ¢ok daha ciddi ve ilerleyen bir hastaliga neden olup,
cogunlukla hastanin komaya girmesine ve birkag giin i¢inde 6liimiine yol agar. Diinyadaki
ve Tiirkiye’deki en yaygin tiir olan P. vivax ise agir hastalia sebep olmakla beraber
nadiren Sldiirtictidiir. P. ovale yalnizca Bat1 Afrika’da goriiliir ve bu tiir ile infekte kisilerde
hastalik hafif seyreder. P. malariae’nin olgusuna pek rastlanilmamaktadir ve bu tiir ile
infekte kisilerde ates nobetleri goriilmekle beraber yasami tehdit etmez [7, 8]. Bunun
nedeni parazitin anofellerdeki evrimini uzun siirede gergeklestirmesi nedeni ile sporogoni
tamamlanamadan anofellerin yasamlarini yitirmeleridir [9]. P. knowlesi’nin ise insan
saglig1 icin ciddi bir tehdit oldugu ve 6liime neden olabilecegi diisiiniilmektedir [5, 6].

Savas, i¢ karisiklik, cevresel degisiklikler, iklim degisiklikleri, seyahatler ve populasyon
artist  sitmanin yayilmasini etkileyen faktorlerdir [10]. Ozellikle Plasmodium’larin
antimalariallara karsi, anofel sivrisineklerin ise insektisitlere karsi diren¢ kazanmalar1 ve
sitmaya kars etkili olabilecek koruyucu bir aginin heniiz bulunamamis olmasi [3, 11] sitma
ile miicadeleyi daha da karmasik hale getirmektedir. Plasmodium’larin bilinen

antimalariallara karsi diren¢ kazanmis olmast uzun Omiirlii, ucuz ve giivenle



kullanilabilecek yeni ilaglarin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Bu amacla Tiirkiye’deki en
yaygin tiir olan P. vivax’in laktat dehidrogenaz enzimi (PvLDH) hedef enzim olarak
secilmigtir. Bu enzim, glikoliz reaksiyonunun son enzimi olup Plasmodium’un yasam
dongiisii i¢in gereklidir [12]. Yapilan ¢alismalar bu enzimin aktivitesinin engellenmesinin
parazitin yasaminin sonlandirilmasimi sagladigint gostermektedir [13, 14]. Ancak ayni
enzim hem insanda hem de parazitte bulundugu icin insan LDH’1nin etkilenmeden kalmasi
gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalar, plazmodiyal LDH’1n insandaki esdegeri olan LDH’dan
elektroforetik, kinetik ve yapisal olarak farkli oldugunu gostermektedir [12, 13, 15-19].

Bu tez calismasinda, Plasmodium’larin insan LDH’indan farkli olan yapisal ve kinetik
ozellikleri dikkate alinarak, bu o6zelliklerde kritik rol oynadigi bilinen Plasmodium vivax
LDH’mnin aktif bolge ve kofaktér baglanma bdlgesindeki dnemli bazi aminoasitlerin
sitmaya kars1 etkin olacak yeni ilag tasarim ¢aligsmalarina saglayacagi katkinin test edilmesi
ve bu aminoasitlerin proteine kazandirdigi Ozelliklerin aragtirllmasi i¢in  diger
Apikompleksanlar olan Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve Theileria parva’nin LDH

enzimleri model alinarak PvLDH enziminin analizinin yapilmasi amaglanmaistir.

1.1. Plasmodium’larin Yasam Dongiisii

Plasmodium, Apikompleksa subesi; Sporozoa sinifi; Coccidia altsinifi; Haemosporida
takimi; Plasmodiidae iiyesi olup yasam dongiisii infekte disi anofel sivrisinegi tarafindan
konaga verilen sporozoitlerin kana ge¢mesi ile baglar (Sekil 1.1.). Kandaki sporozoitler,
karaciger parankim hiicrelerine girerler ve sizontlar1 olustururlar. Ekzoeritrositik sizogoni
ad1 verilen bu donemde sizontlar hizla béliinerek merozoitleri olustururlar. Karaciger
parankim hiicrelerini parcalayan merozoitler kana gecerler. Boylece eritrositik sizogoni
donemi baglar. Eritrositlere giren merozoitler trofozoit halini alirlar. Trofozoitler geng
sizontlara doniisiirler. Daha sonra olgun sizontlar olusur ve merozoitlere boliiniir.
Eritrositlerin parcalanmasiyla merozoitler serbest kalir. Merozoitler eritrositlere girerek
yeni eritrositik sizogoni dénemini baglatirlar. Bu dongii 2—-3 defa devam eder. Hastalik
ilerledikge eritrositlerin i¢ine giren bazi merozoitler gametositleri olustururlar. Konak
tarafindan yeni bir disi anofel sivrisinegine verilen gametositler (mikrogametosit ve
makrogametosit) sivrisinegin midesinde hizla gametlere doniisiirler. Mikrogametin
makrogamete baglanmasiyla dollenme baglar ve zigot olusur. Zigot daha sonra fusiform

seklindeki ookinet yapisini olusturur. Sivrisinegin mide epitel duvarina baglanan ookinet
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olgunlasarak ookisti olusturur. Olgunlasan ookist binlerce sporozoiti olusturur.

Sporozoitler yeni konaklara verilmek tizere sivrisinegin tiikriik bezine yerlesirler [20].

A\ Infeldtif & pama .
A Diagnostik A gama Insan Karaciger Asamasi

KaraciZer hilere si/"'_"‘l ; Infekte

Selnd : karacifer hilcresi

Siviisinek Asamasi

- 2]
. ‘BPatlaj.ran
N ookst  Sivvisinek kan emerken } ﬂ o
| WA sporozaitleri verie Ekzoertrosttik Déngi
E].'I'Ol:nlust/' Sporozoitletin Fatlayan gizont Jizont
sethest kalmas : o % e
P - ,.‘t"l I .
= ‘\\“ ...l,. A
[ahin i ‘.f.'
r F
wporogonk Déngi o 1 Insan Kan Asamasi
O Sivtisinel = Olijnlagmanuﬁ
Ookitet i trofozoit
AT e , Dlerozait (Halka fortm
ga.metu:usﬂlen
. Mal{mga.metu:umt L \
A IS Eritrositik: Déngii
Ilakrogamete baglanan Ve ‘: ™
mikrogamet @ @ F. falciparum - :‘."' ‘
| | 2 Pallayark f2i%
Mikrogametosit f ‘ sizont A “'$1zu:unt£h. ﬁ

g @ Ga.metu:usﬂlerﬂ. p— /3
F. vivar -ﬂ ""'--_ T

P ovale "

F. malariae

Sekil 1.1. Plasmodium’larin yagam dongiisii [21].

1.2. Antimalariallar

Sitmanin tedavisinde kullanilacak ideal bir ilag, parazitin tiim yasam evrelerine etki
edebilmeli ve Ozellikle saglik hizmetlerinin yetersiz oldugu gelismekte olan {ilkelerde
kullanilabilmesi icin tek dozda etkili olmalhdir [8, 22]. Heniiz bdyle bir ilag
gelistirilememis olup [23] giinlimiizde kullanilan ilaglarin biiyiik bir kismi sitma
parazitlerinin farkli yasam evrelerini hedeflemektedir [23, 24].

Mevcut ilaglarin etki ve diren¢ mekanizmalarinin anlagilmasi onlarin  dogru
kullanilmasmma ve orjinal hedeflerle yeni tedavi edici ilaglarin bulunmasina imkan
saglamaktadir [25]. Giinlimiizde sitmanin tedavisinde kullanilan antimalarial ilaclar ve etki

mekanizmalar1 Tablo 1.1.’de 6zetlenmistir:



Tablo 1.1. Giliniimiizde kullanilan mevcut antimalariallar. DHPS: Dihidropteroat sentaz; PABA: P-
aminobenzoik asit; DHF: Dihidrofolat; THF: Tetrahidrofolat; DHFR: Dihidrofolat rediiktaz; DHODaz:
Dihidroorat dehidrogenaz [23, 25].

Antimalarial Yolak Hedef Eﬂ.ﬂ Secicilik
Mekanizmasi
Tip-1 Antifolatlar: Niikleik asit DHPS tarafindan PABA’y1 taklit Parazit, sentezler
Siilfonlar, metabolizmasi katalizlenen eder: DHPS’ nin veya folat
stilfonamidler PABA-+pteridin’den aktif bolgesi igin prekiirsorlerinden
dihidropteroat olusumu  yarigir alirken; memeli, de
novo sentezleyemez
ve diyet ile almas1
gerekir
Tip-2 Antifolatlar: Niikleik asit DHF ve THF nin DHEF’yi taklit eder: Parazit, sentezler
Primethamin, metabolizmasi (timidilat, piirin DHFR’nin aktif veya folat
biguanidler (Proguanil) niikleotidleri ve belirli bolgesi i¢in yarisir prekiirsorlerinden
aminoasitlerin alirken; memeli, de
kofaktorii) DHFR novo sentezleyemez
tarafindan NADPH ve diyet ile almasi
bagli rediiksiyonu gerekir
Naftokinonlar Niikleik asit Mitokondriyal DHODaz’1 inhibe Parazit enzimi igin
(Atovakon) metabolizmasi fonksiyonlar (Elektron  eder; ubikinonu farkl1 baglanma
tasima zinciri), (Koenzim Q) taklit ozelligi
Pirimidin sentezinin eder: Komplex 111
engellenmesi igin yarigir
Tip-1 Kinolinler: Heme Heme kristalizasyonu Hemozoin Parazite 6zgi
Klorokin, amodiakin detoksifikasyonu olusumunun mekanizma
engellenmesi/
sonlandirtlmasi
Tip-2 Kinolinler: Kinin, Heme Heme kristalizasyonu Hemozoin Parazite 6zgii
kinidin, meflokin, detoksifikasyonu olusumunun mekanizma
halofantrin engellenmesi/
sonlandirilmasi

Artemisinin ve

Oksidatif stres ?

Bilinmeyen hedeflerin

Ferrus protoporfirin

Parazite 6zgii ortam

tiirevleri: Artesunat, alkilasyonu ? IX ile baglanarak (Fe*, besin
artemether, arteether, Hidroksilasyon ? peroksidin vakuolii)
dihidroartemisinin aktivasyonu

boyunca serbest
radikal olusumu

[lag direncinin, sitma kontrolii i¢in énemli bir engel oldugu tanimlanmustir. Tek bir ilaca
direng genellikle fizyolojik adaptasyon veya spontan gen mutasyonlar1 gibi ¢esitli
mekanizmalardan dolay1 goriiliir [26]. Ilag direnci ile ilgili genlerin belirlenmesi, direncin
nasil ortaya ¢iktiginin bilinmesi ve diren¢ mekanizmasinin anlagilmasi agisindan 6nemlidir
[25, 26]. Ancak sitma parazitinin molekiiler biyolojisi ve biyokimyas: ile ilgili dnemli
ilerlemeler olmasina ragmen yaygin olarak kullanilan ilaglara direnci bilinen sadece birkag

gen belirlenmistir [23, 26].



Sitma parazitlerinin mevcut ilaglara diren¢ kazanmasi diinyanin bir¢ok yerindeki 6nemli

bir saglik problemidir [3, 8]. Sekil 1.2.”de bu ilaglarin diren¢ durumlar1 gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Mevcut antimalariallara kars1 ortaya ¢ikan direncin gosterilmesi. Her renkli ¢ubuk bir antimalarial
monoterapisini veya kombinasyonunu temsil etmektedir. Her cubugun sagindaki yillar antimalarialin
bulundugu ve direncin ilk rapor edildigi tarihleri gostermektedir. Zaman ¢izgisi altindaki oval kutular farkli
cografik bolgelere yayilan direncin yaklasik periyotlarii gostermektedir. S/P: Siilfadoksin/Primethamin;
Halo: Halofantrin; ACTs: Artemisine dayali kombinasyon terapileri; Ato/Pg: Atovakon/Proguanil; Q: Kinin;
CQ: Klorokin; MQ: Meflokin; AQ: Amodiakin; R: Direng [23].

Kinin, klorokin ve siilfadoksin/primethamin ilaglarina direng rapor edilmesine ragmen
etkileri devam etmektedir [23, 27]. Halofantrinin yan etkilerinden dolay1 1998°den itibaren
kullanimi smirlandirilmigtir. Amodiakin, ciddi yan etkilerinden dolayr 1990’da uygun
antimalariallar listesinden ¢ikarilmistir. Fakat bu ilacin faydalari, risklerine gore daha fazla
oldugundan 1996’da yeniden listeye alinmistir [23]. Artemisinin, tek bagina kullanildigt
zaman in vivo olarak yarilanma Omriiniin kisa olmasindan dolayr diisiik tedavi oram
gostermistir.  1994°den itibaren artemisinin ve tlirevleri kombinasyon terapilerinde
kullanilmigtir [23, 28]. Diger antimalariallara ragmen simdiye kadar artemisinin higbir
klinik direnci rapor edilmemistir [23, 29, 30]. Ancak deneysel olarak artemisine direncli

laboratuvar modelleri olusturulmas1 [31, 32] parazitin diren¢ kazanma riskini



gostermektedir [33]. Dolayisiyla sitma ile miicadelede mevcut antimalariallarin etkinligini

zamanla kaybetmesi, yeni antimalariallarin gelistirilmesini gerekli kilmistir.

1.3. Tez Calismasinin Model Apikompleksan Organizmalari

1.3.1. Toxoplasma gondii ve Toxoplasmosis

Toxolasma gondii, Apikompleksa subesi; Sporozoa smnifi; Coccidia altsimnifi;
Eucoccidiida takimi; Sarcocystidae ailesi ve Toxoplasma cinsinin tek tiiri olup [34] insan
dahil memelilerden kuglara kadar ¢ok sayida canli tiirlinlin infeksiyonuna sebep olan
zorunlu hiicre i¢i bir protozoondur [35]. Toxoplasma infeksiyonu toxoplasmosis, diinyada
ve lilkemizde yaygin ve sik rastlanan bir infeksiyon olup, diinya niifusunun iicte birinin 7.
gondii ile infekte oldugu bildirilmektedir [36, 37]. Zoonoz karakterinden dolay1 insanlar
icin tagidig1 6nemin yanisira, hayvancilik sektoriinde de ekonomik yonden biiyiik 6nem
tasimaktadir [38]. Bununla birlikte toxoplasmosisin giiniimiizde etkin bir tedavisi
bulunmamaktadir [37, 39].

T. gondii’nin yasam dongiisiinde birbirlerine gére onemli morfolojik farkliliklart olan
takizoit, bradizoit (doku kistlerinde) ve sporozoit (ookistlerde) formlari bulunmaktadir
[40]. T. gondii’yi diger protozoonlardan ayiran 6zellik sahip oldugu ii¢ formun da hem son
konak kediler, hem de ara konak olan insan ve diger memeliler, kuslar ve kemirgenler i¢in
infektif olmasidir. Parazitin infektif formlarindan birinin ara konak veya son konak
tarafindan alinmasi sonucu infeksiyon olugsmaktadir. Etkenler ara konaklarin ¢ekirdeksiz
hiicreleri hari¢ tiim organ ve doku hiicrelerinde ¢ogalmaktadirlar [36]. Insan ve diger ara
konaklarda parazit hizli boliinen takizoit formu ve yavas ¢ogalan bradizoit formu olmak
tizere iki aseksiiel form olusturmaktadir. Akut toxoplasmosis, takizoitlerin varligi ile
karakterize edilirken, takizoitler bradizoitlere farklilastigi zaman infeksiyon kronik
olmaktadir [41]. Doku kistleri icindeki bradizoitler konagin immiin cevabindan
korunmaktadir. immiin sistemin baskilandigi AIDS ve kanser hastalarinda ve organ
transplantasyonu gerceklestirilen insanlarda bradizoitler tekrar takizoitlere farklilasarak
hastaligin agir seyrine ve 6liime neden olmaktadir [42, 43]. Ayrica hamilelik esnasinda
toxoplasmosis anneden fetusa transplasental yolla gecerek 6lii ve diisiik dogumlara ya da

yeni doganda ¢esitli anomalilere sebep olmaktadir [36, 37, 41].



1.3.2. Eimeria tenella ve Koksidiosis

Koksidiosis, ozellikle kanatli hayvan yetistiriciliginde en sik karsilasilan ve ciddi
ekonomik kayiplara yol agan protozoal bir hastalik olup ayn1 zamanda kanli ishal olarak da
tanimlanmaktadir [44]. Hastalik etmeni, Apikompleksa subesi; Sporozoa sinifi; Coccidia
altsinifi; Eucoccidiida takimi; Eimeriidae ailesi ve Eimeria cinsi liyeleridir. Eimeria tenella
bu cinsin siddetli lezyonlara yol acan tiirlerinden biridir [45].

Koksidiosis, sadece hayvan sagligi icin bir tehdit olmayip, ayni zamanda kiimes
hayvanlar1 ve diger hayvanlarin endiistriyel iiretiminde de 6nemli ekonomik kayiplara yol
agmaktadir. Mevcut antikoksidiallar ile etkin tedavinin zor olmasi, bu ilaglarin
kullanimindaki artan diizenlemeler ve yasaklar ve ayn1 zamanda artan direng yeni ilaglarin
gelistirilmesini gerekli kilmaktadir [45, 46].

Eimeria’nin yasam dongiisii seksiiel ve aseksiiel asamalari icermektedir. Konak
tarafindan alinan sporozoit, bagirsak epitel hiicresine girdikten sonra hiicre i¢inde
biliylimeye baslar. Etmen, bagirsak epitel hiicreleri icerisinde ¢ogaldigindan mukoza tahrip
olur ve kanama olusur. Parazitin sizogoni ve gametogoni asamalarindan sonra olugan oosit,
hiicreyi terk ederek konagin bagirsak bosluguna diiser ve oradan digk: ile disar1 ¢ikar.
Sicaklik, rutubet, oksijen etkisi ile oositin i¢indeki zigot 6nce mayoz yolla boliiniir. Bu
cogalmaya sporogoni ad1 verilir. Sonug olarak; sporlanmis oositte sporositler ve bunlarin
icinde sporozoitler olugur. Sporlanmis oosit, yem ya da su ile bagka bir konak hayvan
tarafindan alindig1 zaman sindirim sisteminde sporozoitler serbest hale gelir ve bagirsak

epitel hiicrelerine girerek infeksiyonu yeniden baglatir [44].

1.3.3. Theileria parva ve Sark Sahili Hummasi

Theileria parva, Apikompleksa subesi; Sporozoa sinifi; Piroplasmida takimi;
Theileridae ailesi ve Theileria cinsi iiyesi olup, Sark Sahili Hummasi (East Coast Fever,
ECF) etmenidir. Hastalik, omurgali konak sigir icin ileri derecede patojen olup, dnemli
ekonomik kayiplara yol agmaktadir [47, 48].

Hastaligin tedavisinde kullanilan antitheileriallar mevcut olup, bu ilaglarin bazilarinin
parazitin belirli formlar1 lizerinde etkili olmamasi, ilag temininin zorlugu ve maliyeti

onemli problemler arasindadir [49].



Theileria parva’nin yasam dongiisii, Ixodidae’ye ait Rhipicephalus appendiculatus ile
omurgali konak sigir arasinda gecer [50]. Infekte kene tarafindan omurgali konaga verilen
sporozoitler konak lenfositlerine girerek sizontlari olusturur. Lenfosit i¢cindeki parazitin
varlig1 konak hiicrenin transformasyonunu ve proliferasyonunu uyarir [51, 52]. Hastaligin
patojenitesi sizont agamasi ile ilgilidir. Sizont, konak hiicre ile es zamanli boliinerek sizont
ile infekte lenfositler biitiin dokulara yayilirlar [47, 52]. Sizontlarin bir kism1 merozoitlere
sekillenir. Merozoitler de eritrositlere girerek piroplasm formlarmi olustururlar. Infekte
konaktan kan emen keneler kanla birlikte eritrositler i¢indeki piroplasmlari da alirlar.
Parazit, kene bagirsaginda gametogoni ve sonrasinda tiikiiriik bezlerinde sporogoni

donemini gegirir ve sporozoitleri meydana getirir [48, 49].

1.4. L-Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Laktat dehidrogenaz enzimi (LDH; EC 1.1.1.27: L-Lactate: NAD" oxidoreductase),
kofaktdr nikotinamid adenin diniikletid (NAD')/ nikotinamid adenin diniikleotidin
indirgenmis formu (NADH) aracilig1 ile L-laktatin piriivata oksidasyonunu veya piriivatin
laktata rediiksiyonunu katalizler [53]. Glukoz katabolizmasi ve glukoneogenezde [54]

gergeklesen bu reaksiyon asagida sematize edilmistir (Sekil 1.3.):

CHs CH
| LDH |

Ll,“:o + NADH + HY —— H—C—Ell—H + NADT
COOH COOH

Pirtivat L-Laltat

Sekil 1.3. LDH enzimi tarafindan L-laktatin piriivata oksidasyonu/piriivatin laktata rediiksiyonu

Pirtivatin laktata rediiksiyonu yoniindeki reaksiyon anaerobik glikolizin son basamagi
olup bu asamada iiretilen NAD", bu metabolik yolun daha énceki bir asamasinda gorevli
olan gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonun
kofaktorii olarak kullanilir. Dolayisiyla LDH, anaerobik glikolizin hem son basamagini
temsil etmesi, hem de sabit bir NAD" kaynag1 saglamasi agisindan dnemli bir enzimdir

[55].



LDH, molekiil agirligi 140.000 dalton olan tetramerik bir yapiya sahiptir. Bu yapi,
enzimin fizyolojik sartlar altinda daha kararli olmasini saglamakta olup, tetramer yapinin
her altbirimi birbirinden katalitik olarak bagimsizdir [56].

Yiiksek organizmalarda LDH enzimi sirasiyla A, B ve C genleri tarafindan kodlanan
yapisal olarak benzer M, H ve X altbirimlerine sahiptir [56]. Bunlardan M ve H
altbirimlerinin {i¢ boyutlu yapilari, hibrid tetramer olusumunu saglayacak kadar benzerdir
[53, 57]. Enzim, bu iki farkli altbirimin farkli konfigiirasyonlarda dizilimi neticesinde
olusan 5 izoenzime sahip olup LDH-1 (H4), LDH-2 (H3;M), LDH-3 (H,M,), LDH-4 (HM5)
ve LDH-5 (My) formlar1 olarak ifade edilmektedir [57]. Bu izoenzimler kimyasal
kompozisyon, kinetik ve immiinolojik 6zellikleri ile birbirinden ayirt edilebilirler [53].
Ozellikle Hs ve My formlart farkli kinetik ozelliklere sahiptir [57]. Hy formu kalp gibi
aerobik dokularda bol bulunurken, M, formu iskelet kasi gibi anaerobik dokularda bol
bulunur. X4 formu ise sadece testis ve sperm hiicrelerinde bulunur [53]. X altbirimi, M ve
H altbirimleri ile in vivo sartlarda fonksiyonel bir hibrid olusturmadigindan [53, 58] LDH
enziminin X4 formu somatik hiicrelerden etkili bir sekilde ayrilmaktadir [58]. Cesitli
dokularin  izoenzim  kompozisyonundaki  farklilikk  metabolik  ihtiyaclarindan
kaynaklanmaktadir [53]. Ayrica bazi canlilar, LDH enzimi farkli genler tarafindan

kodlanan E ve F formlarina da sahiptir [53].

1.4.1. Laktat Dehidrogenaz Enziminin Aktif Bolgesi ve Katalitik Mekanizmasi

LDH enziminin herbir altbirimi; kofaktor taninmasinda ve baglanmasinda gorevli bir
diniikleotid baglanma bolgesi ile substrat baglanmasi ve katalizlemeden sorumlu katalitik
bolge olmak iizere iki domain igerir. Diniikleotid baglanma bolgesi bazi dehidrogenazlarda
yiiksek derecede benzerlik gosterirken, katalitik bolge yapisal olarak daha fazla degiskenlik
gostermektedir [55, 59]. Laktat dehidrogenazin aktif bolgesi her iki domain tarafindan
saglanan aminoasitlerden olugmakta olup iki domain arasindaki arayiize yerlesmistir [60-
63].

Laktat dehidrogenaz enzimi NADH’in indirgenmis nikotinamid grubunun pro-R
yiizlinden piriivatin C, karbonuna bir hidrid iyonunun (H') ve aktif bolge aminoasidi
Hisjos’den piriivatin karbonil oksijen atomuna bir enzim protonunun (H') dogrudan

transferini katalizleyerek laktat ve NAD" iiretilmesini saglar [64]. Laktat dehidrogenaz



enziminin katalitik dongiisii kinetik olarak belirlenebilen sekiz adimda gerceklesmekte

olup Sekil 1.4.’de sematize edilmistir.
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Sekil 1.4. Laktat dehidrogenaz enziminin katalitik dongiisii. E ve *E enzimin farkli formlar1 olup E inaktif
formu ve *E konformasyonel degisim altinda olan aktif formu temsil eder [64].

Enzim, substrata (piriivat veya laktat) sadece kofaktor varliginda baglanir [55, 57]. Bu
yiizden katalitik mekanizma ilk olarak LDH-NADH ikili kompleksin olusumu ile baslar ve
ardindan substratin baglanmasi ile LDH-NADH-Piriivat {i¢lii kompleksi olusur. Substrat
baglanma cebi proteinin yiizeyinden ~10 A igeriye dogru gomiilmiis olarak bulunur [53,
63, 65]. Substrat, enzimin aktif bolgesine yeteri kadar yaklastig1 pozisyona ulastigi zaman
bir dizi olay meydana gelir [66]. Hidrid transferi olmadan 6nce ortamdaki reaktantlar
ortmek icin aktif bolge halkasi (mobile loop, substrate specificity loop) substrat baglanma
cebi lizerine kapanir [67].

Substratin baglanmasinda ve sonrasinda katalizlenmesinde rol oynayan aminoasitler
(Argi71, Argios, Aspies, Thrase) yapisal [57, 68, 69], kimyasal [70, 71] ve kinetik olarak
[72] analiz edilmistir. His;os, bir proton alicisi/vericisi gibi davranir ve ayn1 zamanda aktif
bolge igerisinde substrata yonelir. Hisjos’in imidazol grubu protonlanmadikca LDH’in
enzim-NADH-piriivat (ya da piriivat analogu ile enzim-NADH-oksamat) kompleksini
olusturamadig1 gosterilmistir. Aspies, Hisjos’in protonlanmis formunu kararli hale getirmek
icin onunla etkilesir [73]. Boylece Aspies/Hisios proton verici ¢ifti hidrid transferini

kolaylastirmak i¢in pirlivatin keton fonksiyonel grubuna bir proton transfer eder [59]. Bu

10



islem aym1 zamanda Argjo yardimi ile gergeklesir. Argjpy, keto-asidin karbonil bagin
polarize etmesi i¢in yardim eder ve bdylece oksijene proton transferini ve karbona hidrid
transferini saglar [72]. Kristal yap1 Argjoo’dan baska ayni zamanda 171. pozisyonda yer
alan Arg aminoasidinin de aktif bolgede yer aldigini gostermistir. Arg;;; tarafindan
saglanan pozitif yiik ile substratin negatif yiikii dengelenir [74]. Arg;7;, substratin etkili
yonelmesini saglayarak substrat-karboksilat ile iki noktada gii¢lii bir etkilesim saglar [75].
Thryse, substrat ayirimindan sorumludur. Uc boyutlu yapida Thr,4¢ aminoasidi substratin
karboksil grubu ile hidrojen bagi olusturur [69]. Hidrid transferinin ardindan aktif bolge
halkas1 yeniden agilarak laktat ve NAD" serbest kalir [76].

Aktif bolgede yer alan diger bir aminoasit Glnjg, Thryss gibi substrat ayirimindan
sorumludur. Yine Ileyso ise Argj7—substrat etkilesimini kuvvetlendiren ve NAD’a gore
NADH’1 stabilize eden hidrofobik bir ortam saglar (Sekil 1.5.) [64].

Hisjgs, Aspies, Argioo ve Argi7;’in bilinen tim LDH dizilerinde tamamen korunmus
olmas1 bu aminoasitlerin, enzimin fonksiyonunda hayati rolleri oldugunu gostermistir. Bu
aminoasitlerin katalitik mekanizma i¢in 6nemi yonlendirilmis mutagenez ¢alismalari ile de

gosterilmistir [72, 73, 77, 78].
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Sekil 1.5. Laktat dehidrogenaz enziminin aktif bolgesinde yer alan aminoasitlerin gosterilmesi [64].



1.4.2. Laktat Dehidrogenaz Enziminin Kofaktor Baglanma Bolgesi

Niikleotid baglanma bolgesi, bir kofaktér baglanma bolgesi olup “Rossmann kat1”
olarak bilinen diniikleotid baglanma motifinden olusur. Bu motifin ilk karakterizasyonu ii¢
boyutlu yapisi ¢oziilmiis laktat dehidrogenaz [79], malat dehidrogenaz [80], alkol
dehidrogenaz [81] ve gliseraldehit-3P dehidrogenazin [82] kofaktér baglanma bolgesindeki
yapisal korunumu tanimlayan Michael G. Rossmann tarafindan rapor edilmistir [83, 84].
Bu dort dehidrogenazin yapisal diniikleotid baglanma motifinin tanimlanmasindan sonra
bir¢ok diniikleotid baglanma proteininin {i¢ boyutlu yapisinin karakterize edilmesi
“Rossmann kat1” taniminin genislemesine neden olmustur [61, 85, 86].

Kofaktor baglanma bolgesinin polipeptid zincirleri igerisindeki pozisyonlar1 farkli olup
laktat dehidrogenaz enziminde bu bdlge 22. ve 164. aminoasitler arasindaki pozisyonda
bulunur. Yine kofaktor baglanma bdolgesinin aminoasit sayist farkli proteinler igin
degismekle birlikte laktat dehidrogenaz enzimi i¢in 145 aminoasittir [60].

“Klasik” Rossmann kati, laktat dehidrogenazi iceren proteinler i¢in tanimlanmistir [61,
87]. Laktat dehidrogenazin kofaktor baglanma bolgesinde sekonder yapinin temel
elementleri, bir yiizde toplanmis iki sarmal (aB ve aC) ve diger yiizde toplanmis {i¢ sarmal
(aD, oE, alF) ile alt1 paralel zincirin (BA, BB, BC, BD, BE, BF) genis bir katmanini i¢eren
bir ¢ift BaPfof biriminden olusur (Sekil 1.6.).
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Sekil 1.6. Laktat dehidrogenaz enziminin Rossmann katin1 gosteren yapisi. A: aB, oC, oE, alF sarmallar
ve BA, BB, BC, BD, BE, BF paralel zincirlerin gosterilmesi. B: Paralel zincirlerin numara ile gosterilmesi [60,
88].

12



Laktat dehidrogenazin 100-120 arast aminoasitleri heliks aD’yi igeren (sekilde
gosterilmemistir) esnek bir halka (aktif bolge halkasi, substrate specificity loop, mobile
loop) olusturur. Bu halka kofaktoriin baglanmasi sirasinda konformasyon degistirir [60].

Laktat dehidrogenazin kofaktér baglanma bolgesini olusturan iki oo birimi arasinda

dizi benzerligi yoktur (Sekil 1.7.).

12 1720 32 48 53 il 65 76 a4
kipekb-m KITWWGEVGAVGMACAISILMEDLADEVALVDYV. .. EGEMMDLOH. . AKIVIGED. .. ..
insan-m KITWEGEVGAVGMACAISITMEDLADELALVDY. .. KGEMMDLOH, . .PEIVIEED. .. ..
inzan-h KITVWWGVGOVGMACAISILGESLADELALYDY. ..KSEMMDLOH, . .PEIVADED.....
PFILDH KIVLVGIGMIGGVMATLIVOENLGD . WWLFDI...HGEALDTSH. . .CEVIGINT. .. ..
PvLDH EKIVLVGIGMIGEVMATLIVOENLGD . VWMFDV. .. QGEALDTIH. . .CEVTGEINS. .. ..
PoLlDH EKIVLVGIGMIGEVMATLIVOENLGD . VWMFDI. .. .LGEALDTIH. . .CQVTEINT.....
PmlLDH EKIVLVGIGMIGGVMATLIVOENLGD . VWMFDI. .. ¥YGEALDTIH. . .CEVTGINS. .. ..
PXLDH EKIVLVGIGMIGSVMATLIVOENLGD.VWMFDY. .. QGKALDTIH. . .CEVTGINS. .. ..
T71lLDH EVAMIGSGMIGGTMGYLCALRELAD .WVLYDV...EGEALDDSQ. . . VEVTIAND. .. ..
EtLDH EKIALVEIGMIGETMEFLCSLEELGD.VWVLEFDV. . AGKALDLCH. . .WRVQGANS.....
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kipekb-m AGSELVVITAGA. . .FIIPNIVEHSE. . .CIILVVINPVDVLTEVAWELS GLPMHRIIGEG
insan-m AHSKLVIITAGA...FIIPH?YKYSP...CKLLIVSHPVDILTYVAWKISGFPKHRVIGEG
insan-h AHSKIVVVTAGV...FIIPQIvKYSP...CIII?VSHPVDILTYVTWKLSGLPKHRVIGEG
PIfLDH AGAD??I?TAGF...EIGGHIKKHCP...AFII?YTHPVDVMVQLLHQHSG?PKHKIIGEG
PvLDH RKGADVVIVTAGF...EIGGHIENLCE. ..AFIIVVTHPVDVMYOLLFEHIGVPENEITIGLG
PoLDH EKGADVVIVTAGE...EIGGHIENYCE. . . AFIIVVTHNPADVMY OLLHOHSGVIENKIVGLG
PrlDH  KGADVVIVTAGE . ..EIGGHVENICE. . . AFIIVVTNPVDVMY CLLHKHS GVEPENEIVGLG
PELDH EGADVVIVTAGF...EIGGHIKKLCP...AFII?VTHPVDVMVQLLFEHSGVPKHKIIGEG
TglLDH AGSDVVIVTAGL...EIGQHIKKYCP...TFII?VTHPLDCMVKVMCEASGVPTHMICGEA
EiLDH EGADVVIITAGI...EVGAAIKQFCP...AFVIHITHPLDVMVAALREAAGLPAARVCGEA
TpLDH AGSD?CI?TAGL...E?AEHIKKYAP...AF?I?ITHPMDVMVHLMLK?TGFSKHM?VGEG
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Sekil 1.7. LDH dizisi belirlenen ilk organizma olan kopekbaligi, insan, Plasmodium ve diger
Apikompleksanlarin laktat dehidrogenaz enzimlerinin kofaktor baglanma bdlgelerinin ve “Fingerprint”
bolgelerinin aminoasit dizisi. kopekb-m: Képekbaligi LDH’1 kas formu, insan-m: Insan LDH’1 kas formu,
insan-h: insan LDH’1 kalp formu, P/LDH: Plasmodium falciparum LDH, PvLDH: P. vivax LDH, PoLDH: P.
ovale LDH, PmLDH: P. malariae LDH, PKLDH: P. knowlesi LDH, TglLDH: Toxoplasma gondii LDH]1,
EfLDH: Eimeria tenella LDH, TpLDH: Theileria parva LDH. A: Korunmus pozitif yiiklii aminoasit, m:
Korunmus negatif yiiklii aminoasit, 4: Hidrofobik aminoasitler, *: Korunmus glisin (G) aminoasitleri [Ref.
No:60 ve Ref. No: 89’a gore hazirlanmustir].
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Kofaktor baglanma bolgesindeki ilk PBofaf birimi bir “fingerprint” bolgesi igerir.
Farkli enzimlerin kofaktér baglanma domainlerinde ¢ok az dizi benzerligi olmasina
ragmen yiiksek derecede korunmus bazi aminoasitler “fingerprint” bdlgesinde bulunur
[61]. Ozellikle bu bdlge, kofaktdr baglanma bolgesinin varliginin tespiti igin dnemlidir. Bu
bolge icinde fosfat baglanma bolgesi olarak tanimlanan ve sekonder yapi elementlerinin
sik1 paketlenmesini saglayan korunmus GXGXXG dizisi (X herhangi bir aminoasidi temsil
eder), alt1 farkli pozisyonda sekonder yapi elementlerinin etkilesimi i¢in 6nemli kiigiik
hidrofobik aminoasitler, “fingerprint” bolgesinin ikinci [ zincirinde (“fingerprint”
bolgesinin sonunda) korunmus negatif yiikli Asp (D) veya Glu (E) aminoasidi ve
“fingerprint” bolgesinin ilk B zincirinde (“fingerprint” bolgesinin basinda) genellikle
korunmus pozitif yiiklii Arg (R) veya Lys (K) aminoasidi bulunur [54, 61, 85, 87].

“Fingerprint” bolgesi i¢in korunmus olan ilk {i¢ 6zellik M.G. Rossmann [61, 83, 84]
tarafindan orjinal olarak tanimlanirken son o6zellik baz1 proteinlerde farklilik
gosterebilmektedir [61]. Sekil 1.7.°de gorildiigii gibi “fingerprint” bodlgesinin basinda
pozitif yiikli Arg (R) veya Lys (K) aminoasidinden farkli olarak Leu (L) aminoasidi

bulunmaktadir.

1.4.3. Laktat Dehidrogenaz Enziminin Substrat Baglanma Bolgesi (Katalitik

Baglanma Bolgesi)

Laktat dehidrogenazlarda katalitik baglanma bolgesinin rolii, substrat koordinasyonu ve
katalizleme i¢in gerekli aminoasitleri saglamaktir [62]. Katalitik baglanma bdlgesi herbiri
ti¢ iplige sahip olan (PG, BH, B3J ve BK, BL, BM) iki tabakanin disinda paketlenmis olan
dort heliks (a2F, alG, a2G, aH) igerir [90].

Substrat, NADH’1n nikotinamid halkasinin A yiiziine baglanir. Substrat, Arg;7;’in NH;,
NH, ve substrat karboksili arasinda iki kola ayrilan iyon ¢ifti tarafindan aktif bolge
icerisine baglanir. Ayni zamanda substrat karboksili ve Thry4 aminoasidi arasinda bir
hidrojen bagi olusur. Substratin baglanmasi, Hisjos aminoasidi ve substrat karboksili
arasinda bir hidrojen baginin olusumu ile tamamlanir. Ayn1 zamanda bir hidrojen bagi,

Hisjgs ve Aspies arasinda olur (Sekil 1.8.) [53, 60].
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Sekil 1.8. Laktat dehidrogenaz enziminin substrat etkilesimine katilan aminoasitleri [90].

1.5. Plazmodiyal Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Yeni antimalarial hedefler kesfetmek amaciyla parazitin yasam dongiisii icin gerekli
olan mekanizmalar1 belirlemek o6nemlidir. Ozellikle Plasmodium’un eseysiz iireme
asamasindaki anaerobik glukoz metabolizmasi son yillarda dikkat ¢ekici bir hedef olmustur
[91].

Yapilan onceki caligmalara gore sitma parazitleri eritrositik asamada tam bir sitrik asit
dongiisii ve aktif bir mitokondriden yoksundur [92, 93]. Malaria Genom Projesi ile ilk
Plasmodium genomunun aciklanmasi sonucu [1] yapilan proteomik analizler ile P.
falciparum’da sitrik asit dongiisii ve diger mitokondriyal islemlere katilan enzimler
belirlenmistir [94]. Bununla beraber sitrik asit donglisiiniin glikoliz {irlinlerinin
oksidasyonu i¢in kullanilip kullanilmadigi bilinmemektedir [1]. Buna gore sitma parazitleri
metabolizmalart igin gerekli olan ATP ihtiyacim glikoliz ile saglarlar [1, 95]. Glukoz,
Plasmodium parazitleri i¢in 6nemli bir enerji kaynagidir [91]. Infekte eritrositlerde glukoz
tiketimi infekte olmayanlara goére 100 kat daha fazladir [96, 97] ve glukoz
metabolizmasinin temel tiriinii L-laktattir [98].

Plasmodium’un glikolitik enzimleri hem yeni antimalariallar i¢in hedef molekiiller
olarak, hem de kandaki parazitemi oranimin belirlenmesinde birer indikatdr olarak
tanimlanmistir [16, 95, 99]. Plasmodium’larin glikolitik enzimlerinin ¢ogu klonlanmis,

ekspresyonlar1 yapilmis ve kristalografik olarak analiz edilmistir. Bunlardan bazilari;
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aldolaz [100-102], trioz-fosfat izomeraz [103, 104], fosfogliserat kinaz [105, 106],
fosfogliserat mutaz [107] ve laktat dehidrogenazdir [18, 19, 98, 108-111].

Laktat dehidrogenaz, glikolitik yolun son enzimidir ve glikoliz igin devamli bir NAD"
kaynagi olmasi ac¢isindan parazitin yasam dongiisii icin gereklidir [112]. Yapilan
calismalar bu enzimin aktivitesinin engellenmesinin parazitin yasaminin sonlandirilmasini
sagladigin1 gostermektedir [13].

Plazmodiyal laktat dehidrogenaz genleri insani infekte eden tiirler olan Plasmodium
falciparum’in Honduras I [18], K1 (Tayland) ve PF FCBR (Kolombiya) soylarindan [19],
Plasmodium vivax’im Belem [110] ve Salvador I [98] soylarindan, Plasmodium ovale’nin
Harding soyundan [98] ve Plasmodium malariae’nin Uganda soyundan [98] izole edilip
klonlanmistir. Yine sitma arastirmalarinda model olarak kullanilan Plasmodium berghei
[113] ve Plasmodium reichenowi [114] tiirlerinin sirastyla ANKA ve Oscar soylarindan da
izole edilip klonlanmistir. Ayrica LDH geni kismi olarak Plasmodium yoelii nigeriensis alt
tirlinden de izole edilmistir [115]. Bununla beraber son zamanlarda yayinlanan
makalelerde [5, 6] insan1 infekte eden besinci tiir olarak gosterilen Plasmodium
knowlesi’nin H soyunun [116] ve Plasmodium yoelii yoelii’nin 17XNL soyunun [117]
genom projelerinin tamamlanmasiyla LDH genleri belirlenmistir. Biitiin bu tiirlerin farkl
soylarimin LDH genleri siirekli olarak klonlanmaktadir. Ayrica farkli Plasmodium
tirlerinin devam eden genom projeleri tamamlandik¢a bu tiirlere ait LDH genleri de
belirlenmektedir. Buna gore plazmodiyal laktat dehidrogenaz geni 316 aminoasitlik bir
proteini kodlayan 951 baz ¢iftlik agik okuma ¢ergevesini igermektedir [19, 110].

Insan1 infekte eden Plasmodium tiirleri olan P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P.
malariae —ve son zamanlarda P. knowlesi-’nin laktat dehidrogenaz genleri (sirasiyla
PALDH, PvLDH, PoLDH, PmLDH, PkLDH) aminoasit dilizeyinde % 88-97
(P/LDH/PvLDH: % 90; P/LDH/PoLDH: % 91; PfLDH/PmLDH: % 92; P/LDH/PkLDH:
% 90; PvLDH/PoLDH: % 88; PvLDH/PmLDH: % 90; PvLDH/PKLDH: % 97;
PoLDH/PmLDH: % 92; PoLDH/PkKLDH: % 88; PmLDH/PKLDH: % 89) ve niikleotid
diizeyinde % 75-84 (P/LDH/PvLDH: % 75; P/LDH/PoLDH: % 81; P/LDH/PmLDH: %
84; PfLDH/PKLDH: % 78; PvLDH/PoLDH: % 76; PvLDH/PmLDH: % 77;
PvLDH/PKLDH: % 83; PoLDH/PmLDH: % 82; PoLDH/PKLDH: % 77; PmLDH/PkLDH:
% 79) arasinda benzerlik gostermektedir [19, 98, 110, 116]. P. falciparum ve P. vivax
laktat dehidrogenaz enzimlerinin X 15101 kristalografisi [109, 111], P. ovale ve P. malariae

laktat dehidrogenaz enzimlerinin homoloji modelleme c¢alismalar1 [98] ilk dort
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Plasmodium tiirlinlin laktat dehidrogenaz enzimlerinin yapisal olarak da yiiksek derecede
benzer oldugunu gostermistir. Plasmodium knowlesi’nin laktat dehidrogenaz enziminin ii¢
boyutlu yapisi ise heniiz bilinmemektedir.

Plazmodiyal LDH enzimleri kendi iglerinde yiiksek derecede benzer olmakla birlikte
insan ve diger organizmalarin LDH’larma gore farkliliklar gostermektedir. LDH enziminin
aktif bolgesinin tanimlanmasinda rol alan Gln;o, aminoasidi [98] biitliin LDH enzimlerinde
korunmus olmakla birlikte plazmodiyal LDH enzimlerinde Lys; ile yer degistirmektedir
[19, 98, 110, 113, 114, 116, 117]. Yine kofaktdr baglanma bolgesinin tanimlanmasi igin
onemli olan Thrays ve Ileyso aminoasitleri [98] biitiin LDH enzimlerinde korunmus olmakla
birlikte plazmodiyal LDH enzimlerinde her ikisi de Pro ile yer degistirmektedir [19, 98,
110, 113, 114, 116, 117].

Plazmodiyal LDH’larda insan LDH’1na gore dort pozisyonda aminoasit eksikligi ve iki
pozisyonda da aminoasit fazlaligi belirlenmistir. Gluss, Glyz17, Glngoa/Asngs (insan-
m/insan-h) ve Aspzss/Asnygs (insan-m/insan-h) eksik olan dort aminoasittir. Alass ve Serss
arasinda ilave bir Tyr bulunmaktadir. Ayn1 zamanda Serjos ve Argjoo arasinda ilave 5
aminoasit (Djoga, Kioss, E10sc, Wiosp, Nioge) bulunmaktadir [19, 98, 110, 113, 114, 116-
119].

Yapilan ¢alismalar plazmodiyal laktat dehidrogenaz enziminin (pLDH) elektroforetik,
kinetik ve yapisal olarak insan LDH’indan farkli oldugunu gdstermistir. Bu farkliliklar
sunlardir:

1. Insan LDH’indan farkli olarak pLDH, yiiksek piriivat konsantrasyonunda inhibe

olmamaktadir [12].

2. Insan LDH’indan farkli olarak pLDH, 3-asetilpiridin adenin diniikleotit (APAD")
adli kofaktorii 0,5 M laktat konsantrasyonunda daha hizli kullanabilme yetegine
sahiptir [16].

3. pLDH’in gossilik nitril diasetat ve tlirevleri tarafindan inhibisyona insan
LDH’indan daha duyarli oldugu bildirilmistir [13, 17].

4. Insan LDH’indan farkli olarak pLDH, aktif bolge halkasinda ilave 5 aminoasit
(aspartik asit, lisin, glutamik asit, triptofan, asparajin (DKEWN)) icermektedir [18,
19, 98, 110].

Biitiin bu farkliliklar yapiya dayandirilmis ila¢ tasarim caligmalarina temel teskil

etmektedir.
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1.6. Model Apikompleksanlarin Laktat Dehidrogenaz Enzimleri

1.6.1. Toxoplasma gondii Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Toxoplasma gondii, yasam dongiisiiniin takizoit ve bradizoit asamalarinda sirasiyla
LDH1 ve LDH2 olarak ifade edilen laktat dehidrogenaz enziminin iki izoenzimine
(Tg1LDH ve Tg2LDH) sahiptir [120]. Bu izoenzimleri kodlayan genler ve onlarin iiriinleri
parazitin farklilagmasi sirasinda metabolik degisimin kontrolii icin 6nemlidir [41].

LDH1 ve LDH2 izoenzimlerini kodlayan genlerin ekspresyonlar1 gelisimsel olarak
diizenlenmektedir. LDH1 geninin mRNA’s1 bradizoit ve takizoit asamalarinin her ikisinde
de belirlenirken, LDH2 geninin mRNA’s1 sadece bradizoit asamasinda belirlenmistir.
LDH1 gen iiriinii sadece takizoit asamasinda eksprese edilirken, LDH2 gen iiriinii yalniz
bradizoit asamasinda eksprese edilmektedir [41, 120]. Dolayisiyla parazitin takizoit
formundan bradizoit formuna degisimi sirasinda LDH2 mRNA’sinin post-transkripsiyonel
indiiksiyonunun neticesinde LDHI mRNA’s1 ile yer degistirdigi diisiiniilmektedir [120].

Toxoplasma gondii, farklilasma sirasinda ortam sartlarina uyum saglamak icin
morfolojisini ve enerji metabolizmasini degistirmektedir. Bradizoit agsamasinda glikoliz tek
enerji kaynagi olmakla birlikte, takizoit asamasinda oksidatif fosforilasyon ve glikolizin
her ikisi de fonksiyoneldir [41, 121]. Dolayisiyla LDH, kronik toxoplasmosis i¢in ilag
tasarim1 ve gelistirilmesi agisindan iyi bir hedef olabilir. Bununla birlikte parazitin
biiyiimesi ve gelismesi icin gerekli olan LDH1 ve LDH2 ekspresyonunun engellenmesi
parazitin virulansinin zayiflamasini sagladigindan doku kist olusumunu engelleyen
ilaglarin tasarlanmasi i¢in iyi bir hedef olabilir [41].

LDH1 ve LDH2 izoenzimlerini kodlayan genler % 64 oraninda niikleotid dizi benzerligi
gosterirken bu genlerin {irlinleri % 71 oraninda aminoasit dizi benzerligi gostermektedir.
LDH1 ve LDH2 genleri ayn1 pozisyonda sirasiyla 538 ve 588 niikleotid uzunlugunda bir
intron bolgesine sahiptirler [120]. LDH1 geni 329 aminoasitlik proteini kodlayan 990 baz
ciftlik acik okuma cergevesini igerirken, LDH2 geni 326 aminoasitlik proteini kodlayan
981 baz ciftlik agik okuma ¢ergevesini icermektedir. Dolayisiyla LDH1 enzimi LDH2
enziminden 3 aminoasit daha uzun olup tahmin edilen molekiil agirliklar1 sirasiyla 35.550
Da ve 35.342 Da’dur. Her iki LDH izoenzimini kodlayan gen de tek kopya olup

Toxoplasma gondii genomunun farkli bolgelerine yerlesmislerdir [120].

18



1.6.2. Eimeria tenella Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Eimeria tenella laktat dehidrogenaz enzimi (EtLDH), 331 aminoasit igeren 34.965 Da
molekiil agirliginda bir polipeptiddir. Enzimi kodlayan gen Eimeria tenella’dan baska ayni
zamanda diger iki Onemli FEimeria tiri olan E. acervulina ve E. maxima’dan da
klonlanmistir. Bu iki tiiriin laktat dehidrogenaz enzimi ise sirasiyla 35.857 Da ve 35.951
Da molekiil agirlikli 330 aminoasit iceren polipeptidlerdir. Her ii¢c Eimeria enziminin
aminoasit dizisi arasindaki homoloji (% 66, 70 ve 80) diisiik olup filogenetik farklilik
gostermektedir [122].

Klonlama ve Southern blot ¢alismalari, Eimeria’nin tek bir laktat dehidrogenaz enzimi
icerdigini gostermistir [122-124]. Yine farkli parazitik asamalarda yapilan Western blot ve
jelde enzimatik LDH 06l¢limii ¢aligmalari ile parazitin ayni1 zamanda biitiin yasam dongiisii
asamalarinda tek bir LDH enzimi i¢erdigi tespit edilmistir [122].

Benzer ya da farkl altbirimleri igeren bir tetramer olarak fonksiyonel aktivite gosteren
LDH enziminin [56] Eimeria’daki altbirimlerini arastirmak i¢in Eimeria tenella’nin biitiin
yasam dongiisii asamalarindaki (sporozoit, merozoit, sizont) aktif LDH enziminin jel
tizerindeki elektroforetik go¢ modeli arastirilmistir. Buna gore parazitin biitiin yasam
dongiisiinde homotetramer olarak aktif olan tek bir LDH geni bulunmaktadir [122].

Eimeria, yasam dongiisii sirasinda aerobik ve anaerobik cevre sartlarinda bulunmakla
birlikte LDH enzimi sadece anaerobik respirasyon sirasinda gerekli oldugu i¢in parazitin
cesitli yasam dongiisii asamalarindaki LDH ekpresyon modeli arastirilmistir. Bunun i¢in
model olarak alinan Eimeria tenella’nin farkli yasam dongiisii asamalarindaki RNA’simin
Northern blot ile analiz calismalar1i LDH transkriptinin sadece sizont asamasinda
bulundugunu gostermistir. LDH mRNA’s1 sadece sizont asamasinda bulunmakla birlikte

enzimin biitiin asamalarda esit diizeyde bulundugu Western blot ile gosterilmistir [122].

1.6.3. Theileria parva Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Diger parazitik protozoonlara karsi orjinal ilaglarin tasarimi i¢in hedef olarak
biyokimyasal yollarin potansiyel zayif noktalar1 arastirilmis olmakla birlikte Theileria
parva’da kapsamli ¢alismalar uygulanmamistir. Béyle 6nemli yollar hakkinda gerekli bilgi
eksikligi 7. parva’ya karst ucuz kemoterapik ajanlarin arastirilmasinda hizli ilerlemeyi

engellemistir [50].
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T. parva sizontlariin uzun bir siire infekte edilmis hiicrelerden kontamine olmadan
kiiltiire alinmasinin imkansiz olmasi, maliyet, izolasyon prosediirlerinin uzunlugu gibi
problemler, sizontlardaki enerji metabolizmasinin enzimleri {izerinde ¢alismalar
yapilmasint geciktirmistir [50]. Dolayisiyla 7. parva sizontlarinda laktat dehidrogenaz
enzimi ve diger glikolitik enzimlerin varligit sadece -elektroforetik caligmalarla
gosterilebilmistir [125].

Izolasyon problemlerinin asilmasi [126] ve sonrasinda Theileria parva genom
projesinin tamamlanmasi [47] ile laktat dehidrogenaz geni tespit edilmistir. Buna gore
laktat dehidrogenaz geni, 321 aminoasitlik proteini kodlayan 966 baz giftlik agik okuma
cercevesini icermektedir [47]. Gen klonlanmis olmamakla birlikte, Theileria parva laktat
dehidrogenaz enziminin (7pLDH) yapist ve karakterizasyonu ile ilgili ilave calismalar da
bulunmamaktadir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda 7. parva sizontlarinda glikolitik
enzimlerin yliksek aktiviteye sahip olduklar1 ve en yiiksek aktiviteyi laktat dehidrogenaz
enziminin gosterdigi belirlenmistir. Bu durum, 7. parva sizontlarinin enerji iiretimi igin
temel yol olarak glikolize bagli olmas1 agisindan Plasmodium’lardaki eritrositik asamaya

[92] benzedigini gostermistir [50].

1.7. Plazmodiyal ve Model Apikompleksan Laktat Dehidrogenaz Enzimlerinin
Yapisal ve Kinetik Olarak Karsilastirmah Analizi

Kargilagtirmali analiz, ortak hedef belirleme acisindan Onemli olup [51, 52]
Plasmodium vivax ve diger Plasmodium cinsi iyelerinin laktat dehidrogenaz enzimleri,
Apikompleksan subesinin diger tiyesi Theileria parva ve ayni subenin Coccidia altsmifi
tiyeleri Eimeria tenella ve Toxoplasma gondii’nin laktat dehidrogenaz enzimleri ile yapisal
ve kinetik olarak karsilastirilmistir. Bununla birlikte bu organizmalarin LDH enzimlerinin
insan LDH’1 ve diger bilinen LDH’lara gore farkliliklar1 incelenmistir. Buna gore
plazmodiyal ve diger Apikompleksan laktat dehidrogenaz enzimleri LDH’1 bilinen diger

canli gruplarina gore yapisal ve kinetik farkliliklar gostermektedir:
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1.7.1. Aktif Bolgedeki Yapisal Farkhihk

Laktat dehidrogenaz enziminin aktif bolge halkasi 98. ve 110. aminoasitler arasinda yer
almaktadir [127]. Plazmodiyal LDH enzimi, insan LDH’1 ve diger bilinen LDH’lar ile
karsilagtirildiginda gozlenen en 6nemli farklilik plazmodiyal LDH enziminin, aktif bolge
halkasindaki Serjos ve Argjo9 arasinda bir pentapeptid insersiyonu (Djosa, Kioss, Eiosc,
Wiosp, Nioge) icermesidir [18, 19, 98, 110, 113, 114, 116, 117]. Plazmodiyal LDH’lardaki
pentapeptid insersiyonu tez calismasinin model Apikompleksanlart Toxoplasma gondii
[76, 120], Eimeria tenella [122] ve Theileria parva [47] LDH enzimlerinde de bulunmakla

beraber aminoasit dizileri farklilik gostermektedir (Sekil 1.9.).

28 10z 109
kopekb-m AGARQO-EGES... .. RL
BsSLDH AGANQE-FPGET..... RL
insan-m AGARQO-EGES..... RL
inzan-h AGVRQO-EGESZ..... BL

PFfLTH AGFTEA-PGESDEEWNRD
FvLDH AGFTEA—PGKSDHEWNRD
FoLDH AGFTEA-PGESDEEWHNED
FmLDH AGFTEU—PGKSDHEWNRD
FELDH AGFTEA-PGESDEEWNED
Tg1LDH AGLTEV-PESEPDEEWIEN
EtLDH AGITEA—AGKSDQEWSRK
T'pLDH AGLARA-PARINEEWNRD

Sekil 1.9. Laktat dehidrogenaz enziminin aktif bolge halkasinin aminoasit dizisi. 104. aminoasit
tanimlanmamustir. Alti ¢izili olarak gosterilen 102. aminoasit substrat 6zgiilliigiiniin belirlenmesinde énemli
rol oynamaktadir. Koyu renkli olarak gosterilen 109. aminoasit katalitik aminoasittir. kopekb-m: Kopekbaligt
LDH"1 kas formu, BsLDH: Bacillus stearothermophilus LDH, insan-m: Insan LDH’1 kas formu, insan-h:
Insan LDH’1 kalp formu, PALDH: Plasmodium falciparum LDH, PvLDH: P. vivax LDH, PoLDH: P. ovale
LDH, PmLDH: P. malariae LDH, PKLDH: P. knowlesi LDH, TglLDH: Toxoplasma gondii LDH1, EfLDH:
Eimeria tenella LDH, TpLDH: Theileria parva LDH

X 1s1m kristalografisi ve homoloji modelleme g¢alismalart ile bu 5 aminoasit (Djoga,
Kioss, Eiosc, Wiosp, Niose) ilavesinin plazmodiyal enzimin aktif bolge halkasina yakin
ylizeyinde ¢ok belirgin bir yarik olusturdugu (Sekil 1.10.a.), fakat insandaki esdegeri olan
LDH’da ise aynm1 bolgede higbir ilave aminoasit olmadigi i¢in sdzkonusu yarigin olmadigi

tespit edilmistir (Sekil 1.10.b.) [98, 109, 111, 113, 128].
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Sekil 1.10. pLDH ve memeli LDH’inda substrat baglanma bolgesi ve aktif bolge halkasina bitigik yarigin
varligimin gosterilmesi. a: pLDH’m 108. ve 109. aminoasitleri arasindaki ilave 5 aminoasidin olusturdugu
yarik. b: Memeli LDH’inda ayni pozisyonda ilave 5 aminoasit bulunmadig1 i¢in enzim ylizeyinde bir yarik
bulunmamaktadir [109].

1.7.2. Kofaktor Baglanma Bolgesindeki Yapisal Farkhihk

X 1511 kristalografisi caligmalar ile belirlenen diger bir yapisal farklilik, plazmodiyal
LDH’larda NADH kofaktoriiniin insan LDH’1na gore substrata ve enzim aktif bolgesine
~1 A daha yakin olmasidir. Bu durum, insan ve Plasmodium LDH’ 1 163. pozisyonunda
bulunan farkli aminoasitlerin NADH ile olan farkli etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir

(Sekil 1.11.) [109].

163
kapekb-m IIGSECNLD
insan-m VIGSGCNLD
insan-h VIGSGCNLD
PFLDH IIGLGEVID
PVLDH IIGLGGVLD
PoLDH  IVELGEEVID
PmLDH IVSLGGVLD
PXLDH IIGLGGVLD
TglLDH TCEMACMLD
EtLDH VCGMAGVLD
TpLDH  VVEMGGLLD

Sekil 1.11. Laktat dehidrogenaz enziminin 163. pozisyonundaki aminoasit farkliliginin gosterilmesi. kopekb-
m: Kopekbaligi LDH’1 kas formu, insan-m: insan LDH’1 kas formu, insan-h: Insan LDH’1 kalp formu,
PALDH: Plasmodium falciparum LDH, PvLDH: P. vivax LDH, PoLDH: P. ovale LDH, PmLDH: P.
malariae LDH, PKLDH: P. knowlesi LDH, TglLDH: Toxoplasma gondii LDH1, EALDH: Eimeria tenella
LDH, TpLDH: Theileria parva LDH
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Insan LDH’1nda Serg3, bir H,O molekiilii ve NADH’1n nikotinamid grubu arasinda bir
hidrojen bag1 etkilesimi vardir (Sekil 1.12.a.) [128]. Fakat plazmodiyal LDH’larda
Leuje3’lin belkemigi karbonil grubu, NADH’in nikotinamid grubu ile hidrojen bagi
yapmaktadir. Bu hidrojen baginin olusmasi Leu,e;’ilin belkemigi peptidinin 180 °C’lik bir
ac1 ile donmesiyle saglanmaktadir (Sekil 1.12.b.) [98, 109, 111, 113]. NADH kofaktdriiniin
pozisyonunu degistiren bu fenomen (Sekil 1.13.) ayn1 zamanda 163. pozisyonda korunmus
methionin iceren Toxoplasma gondii (Sekil 1.12.c.) [76] ve Eimeria tenella [122] LDH
enzimlerinde de gorlilmektedir. Theileria parva LDH enziminde ise Met;s; korunmus
olmakla birlikte [47] ti¢ boyutlu yapisi bilinmedigi i¢cin enzimin ayni yapisal farklilig

gosterip gostermedigi bilinmemektedir.

a Leu 163 C
P Gly 164
_ HOH -
e -
. lle142
' Ser 163 Val 138

Val 138

Sekil 1.12. insan LDH’1 (a), pLDH (b) ve TglLDH’1n (¢) 163. pozisyonundaki aminoasitlerinin NADH ile
olan farkl etkilesimlerinin gosterilmesi [76, 109, 111]. Hidrojen baglar1 kesik ¢izgiler halinde gdsterilmistir.
Insan LDH’mnda su molekiilii kirmiz1 kiire olarak gosterilmistir.

His 185

=)

f‘;"‘

Sekil 1.13. insan LDH’min NADH kofaktdriiniin (mavi) ve plazmodiyal LDH’in NADH kofaktdriiniin
(yesil) pozisyon farklilhiklarimin gosterilmesi. insan LDH’min kofaktorii plazmodiyal LDH’mn kofaktoriine
gore ~1 A yer degistirmistir [109, 111].
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Hem enzimin aktif bolge halkasina yakin bolgesindeki primer dizi ve sekonder yapidaki
degisiklik ve hem de NADH kofaktoriiniin pozisyonundaki degisiklik aktif bdlgede
geniglemis bir hacim ile sonu¢lanmaktadir [14, 112, 113].

1.7.3. Indirgenmis Substrat inhibisyonu

Substrat inhibisyonu biitlin LDH enzimlerinin ortak 6zelligidir [12, 76, 98, 121]. Bu
inhibisyon icin kabul edilen mekanizma, NAD" serbest kalmadan 6nce LDH-NAD" ikili
kompleksine piriivatin enol formunun baglanmasi ve bdylece aktif bolgede piriivat ve
kofaktoriin oksidize formu arasinda kovalent bir kompleksin olugmasi ile ilgilidir [129-
131]. Dolayisiyla NAD1n serbest kalma hizi énemlidir [76, 121]. LDH’larin ¢ogunda
kofaktoriin karboksiamid grubu ile etkilesen Ser;¢3 aminoasidi korunmustur [128]. Substrat
inhibisyonu goéstermeyen veya indirgenmis substrat inhibisyonu gosteren plazmodiyal
LDH’larda bu pozisyon Leu,e; ile yer degistirmistir [18, 19, 98, 110, 113, 114, 116, 117].
Kofaktoriin substrata ve enzim aktif bolgesine daha yakin oldugu bu yapisal farklilik
fonksiyonel olarak da dnemlidir ve enzimin katalizleme kinetigini ve substrat inhibisyonu
ozelligini degistirmektedir. Dolayisiyla plazmodiyal LDH’lar ortamdaki substrat
fazlaligindan etkilenmemektedir veya indirgenmis bir substrat inhibisyonu gostermektedir
[97, 109, 111, 113]. Plazmodiyal LDH’lardan PoLDH ve PmLDH, yiiksek piriivat
konsantrasyonunda bile substrat inhibisyonu gostermezken, P/LDH ve PvLDH 20 mM
piriivat konsantrasyonunda ¢ok az, 50 mM piriivat konsantrasyonunda ise zay1f bir substrat
inhibisyonu gostermektedir [98]. Bununla birlikte insan LDH’inda ¢ok diisiik piriivat
konsantrasyonunda bile inhibisyon goriilmektedir [132, 133]. PvLDH icin NADH ile
pirivatin K; degeri (25 mM) [111], P/LDH’in (82 mM, 140 mM) [111, 134] ve
T¢glLDH’1in (31 mM) [76] K; degerine gore diisiiktiir. Ancak biitiin bu degerler insan
LDH’min iki izoenziminin K; degerlerine gore (LDH-M K;: 3.9; LDH-H K;: 0.77) [132,
133] belirgin bir sekilde farklilik gostermektedir. Kofaktor olarak APADH kullanildig:
zaman ise K; degeri (P/LDH: 2.4 mM; PvLDH: 2.2 mM; TglLDH: 25 mM) kiiclilmektedir
[76, 111].

163. pozisyonun Onemi Serl63Leu mutagenezi ile substrat inhibisyon o&zelligini
kaybeden bazi LDH enzimlerinde gosterilmistir [132, 133, 135]. Toxoplasma gondii LDHI
ve LDH2 enzimlerinde 163. pozisyonda Met;s; bulunmaktadir. Bununla beraber

Toxoplasma gondii LDHI1’de substrat inhibisyonu gozlenirken, Toxoplasma gondii
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LDH2’de goriilmemistir [121]. Yine Eimeria tenella ve Theileria parva LDH enzimlerinin
kinetik karakterizasyonlar1 bilinmedigi i¢in korunmus Met;¢; aminosidinden kaynaklanan

yapisal degisikligin substrat inhibisyonu iizerindeki etkisi bilinmemektedir.

1.7.4. Substrat Ozgiilliigii

Plazmodiyal LDH ve diger Apikompleksan LDH enzimleri, bilinen biitin LDH
dizilerinde tamamen korunmus olan Hisjos, Aspies, Argioe ve Argi; Kkatalitik
aminoasitlerini icermektedir. Bu yiizden bu LDH’larin katalitik mekanizmasinin Bolim
1.4.1.°de anlatilan LDH’larin genel katalitik mekanizmasina benzedigi diisiiniilmektedir
[136]. Plazmodiyal LDH ve diger Apikompleksan LDH’larda aktif bolge halkasindaki
pentapeptid insersiyonunun bu enzimlerin substrat 6zgiilliigiinii diger LDH’lara gore
degistirip  degistirmedigi  sorusu  ortaya  cikmaktadir.  Ornegin;  Bacillus
stearothermophilus’un LDH enzimine dort aminoasit ilavesi ile aktif bolge halkasinin
uzatilmasi piriivat ile aktivite kaybina yol agarken fenilpiriivat ile aktiviteyi korumustur.
Boylece bu LDH bir fenillaktat dehidrogenaza c¢evrilmistir [137]. Ancak dogal olarak genis
bir aktif bolge halkasina sahip olan plazmodiyal LDH’lar fenilpiriivati kullanamazken
[136], insan LDH’ 1mnin iki izoenzimi (LDH-M ve LDH-H) [136] ve T. gondii’nin LDH
izoenzimleri (LDH1 ve LDH2) [121] bu substrat1 kullanabilmektedir (Tablo 1.2.). Piriivat,
hidroksipiriivat ve 2-ketobutirat substratlar1 i¢in ise bu enzimlerin tamami benzer substrat
ozgilligl gostermektedir. Dolayisiyla 7. gondii LDH1 ve LDH2 izoenzimleri ve insan
LDH’min LDH-M ve LDH-H izoenzimleri, plazmodiyal LDH’a goére daha genis bir
substrat 6zgiilliigii gostermektedir [121, 136].

Plazmodiyal LDH, insan LDH’1nin LDH-M ve LDH-H izoenzimlerine gore sinirl bir
substrat 6zgiilliigii gdstermesine ragmen, ke./K;, degerlerine gore yiiksek katalitik etkisi ile
piriivat i¢in yliksek bir 6zgiillik gostermektedir [136]. Yine 7. gondii LDH1’in en iyi
substrat1 piriivat iken, 7. gondii LDH2’nin en iyi substrat1 fenilpiriivattir. Boylece 7. gondii
LDH1 ve LDH2’de, plazmodiyal LDH’lardan daha genis bir substrat ozgiilliigii
gostermektedir [121]. Dolayisiyla aktif bolge halkasindaki dizi benzerliklerine ragmen
plazmodiyal LDH’larin substrat 6zgilligii 7. gondii LDH1 ve LDH2 enzimlerinden
farklilik gostermektedir [121].
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Tablo 1.2. Plazmodiyal LDH (P/LDH, PvLDH, PoLDH, PmLDH), Toxoplasma gondii LDH1 ve LDH2 ve
insan LDH’larinin (LDH-M ve LDH-H) substrat 6zgiilliiklerinin karsilagtirilmasi. [(1): Ref. No: 111, (2):
Ref. No: 98, (3): Ref. No: 136, (4): Ref. No: 134, (5): Ref. No: 138, (6): Ref. No: 76, (7): Ref. No: 121, (8):
Ref. No: 132, (9): Ref. No: 133]. *(NA: no activity). P/LDH igin 10 kat artirilmis enzim ile 10 mM substratta
aktivite belirlenememistir. **Insan LDH-M ve LDH-H icin aktivite 10 mM substratta belirlenmistir.

Steady-State

Hidroksi

Enzim Kinetik Piriivat Laktat . 2-ketobutirat ~ Fenilpiriivat
Sabitesi piruvat
512 D
30+3 @ 12000400 @
Ko (uM) 309 12000 @ 290 @ 470 @
5547 @ 47+8x10° @ 600 @
54433 ® 5166+99.6 ©
1.9x10°®
(8.9£0.3)x10°®  (3.9+0.2)x10° @
PfLDH Keae (min™) 2.7x104® 1.7x10*® 2.7x10°® 1.1x10*® NA* @
5.8x10°@ 2.4x10°@ 4.8x10° @
(2.240.08)x10*®  (0.55+0.02)x10*®
3.8x10’ M
KK 3.0x108® 3.3x10°®
(rrTin'lmM") 9.0x108® 1.4x106® 9.3x106® 2.3x10’®
1.1x108@ 5.1x10*® 8.0x10° @
4.1x108® 1.1x106®
5242 (D
K (uM) 1741 @ 10200700 @
i 1.9x10°®
PvLDH Kyt (min) (7.6£0.2)x10°®  (1.4+0.03)x10° @
KeaKin 3.8x10’ M
(min' M™) 4.4x10%@ 1.4x10°@
K (UM) 7124 @ 93000900 @
PoLDH ke (min") — (1.6£0.03)x10*®  (1.5+0.08)x10°®?
kcat/Km 8(2) 4(2)
(min‘l M_l) 2.3x10 1.6x10
Ko (UM) 140+18 @ 113004400 @
PrmlDH Keae (min™) (7.5£0.3)x10°®@  (2.3+0.07)x10°?
kcat/l<m 7(2) 5(2)
(i M) 5.4x10 2.0x10
X (uM 359 ©
m (LM) 120D 8000 770 740 @ 690 7
1 3.8x10°©
TgILDH ey (min”) 3.5x10*7 1.6x10° ™ 3.0x10° 7 5.4x10°7 3.0x10° 7
Kea/Kom 1.1x10’®
(min' M) 2.9x1087 2.0x10°7 4.0x10°7 7.3x10°7 43x10°7
Ko (UM) 800 7 54000 7 22000 7 6500 2400 @
Te2LDH Kege (min™) 4.6x10°7 5.8x10°7 1.1x10°7 1.6x10°7 5.7x10*7
i(rc;ti/nlgli) 5.8x10° 7 1.1x10°7 5.0x10°? 2.5x1007 2.4x107 D
170 ® 11000 @ 1400 ® 6000 ©
Km (“M) 158 (8)
[nsan 1 1.8x10*® 4.9x10°® 2.0x10*® 9.2x10*® 150%* ©®
LDH-M Kear (min”) 1.6x10*®
Kea/Kom 1.1x10%® 43x10°® 1.4x10"® 1.5x10’®
(min' M) 1.0x108®
55® 13000 @ 320 1000 ®
Kn (P-M) 58 )
insan . 1.3x10*® 3.0x10°® 1.6x10*® 1.0x10*® 350%* O
LDH-H e (min”) 8.6x10° )
Keat/Kin 2.4x108® 2.4x10°® 5.1x10’® 9.9x10°®
(min' M) 1.5x10%®
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1.7.5. Kofaktor Ozgiilliigii

Plazmodiyal LDH ve diger Apikompleksan LDH enzimleri ve insan LDH’1nin LDH-M
ve LDH-H izoenzimleri igin kofaktor olarak NAD" ve NAD n nikotinamid halkasmin 3-
asetilpiridin  (APAD"), nikotinik asit, thionikotinamid veya 3-piridinaldehid ile
degistirildigi tiirevlerinden olusan NAD" analoglar1 karsilastirilmistir.  APAD" (3-
asetilpiridin adenin diniikleotid) disindaki diger iic NAD" analogu, LDH igin kofaktdr
olmayip NAD"1n baglanmasinda yarismali inhibitorlerdir. Sadece NAD" ve APAD" bu
LDH enzimlerinin kofaktorleridir [121, 136]. Plazmodiyal LDH, NAD" kofaktoriine gore
APAD" ile daha yiiksek aktivite gostermektedir ve insan LDH’mna gére yiiksek laktat
konsantrasyonunda APAD" kofaktériinii daha hizli kullanabilmektedir [16, 109, 111, 136].
Tablo 1.3.’de de goriildiigii gibi plazmodiyal LDH ve T. gondii LDH1 ve LDH2 enzimleri
i¢in APAD" ile kex degeri NAD" ile elde edilen ke degerinden daha biiylik olmasina
ragmen, insan LDH-M ve LDH-H izoenzimlerinde tam tersi goriilmektedir. Bu kinetik
farklilik sitmanin klinik tanisi i¢in énemlidir [16, 139].

APAD”1n baglanmasiyla iligkili olan yiiksek entropi, LDH katalizlemesinde hiz
siirlayict adim olarak kabul edilen aktif bolge halkasinin konformasyonel degisiminin
hizina bagl olarak, APAD" kofaktdrii NAD ile yer degistirdigi zaman halkanin daha hizli
acilmas1 ya da APAD™1n yiiksek oksidasyon potansiyelinden dolay1 hidrid transferinin
NAD"a gére daha hizli olmast, iki kofaktdr arasindaki bu kinetik farklilig1 agiklamaktadir
[76, 98, 111]. Bununla birlikte plazmodiyal LDH ve insan LDH’min APAD "1 kullanma
yetenegindeki farklilik 163. pozisyonunda bulunan farkli aminoasitlerin kofaktor ile olan
farkli etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. APAD™”da nikotinamid halkasindaki
karboksiamidin amid grubu, bir metil grubu ile yer degistirmistir. Insan LDH’inda
NAD ’1n amid grubu, Ser;3 ve bir su molekiilii ile hidrojen bagli ag olusturmakla birlikte
APAD"”1n metil grubu ile bu hidrojen baginin olusmasi engellenmektedir. Neticede
APAD", insan LDH’1 icin zay1f bir kofaktordiir. Plazmodiyal LDH’larda ise Leu;ss APAD"
ile hidrojen bag1 olusturabilmektedir [109, 111]. insan LDH-H, ve LDH-M, ve Bacillus
stearothermophilus’un Ser163Leu mutant LDH’larmin yabanil tiplere gore APAD™1 ¢ok
daha etkin bir sekilde kullanmalart APAD 1 kullanma yeteneginde bu pozisyonun &nemini
gostermektedir [132, 133, 135]. APAD" ile hidrojen bag1 olusturulmasi 163. pozisyonda
methionin tasiyan 7. gondii LDH1 ve LDH2 enzimleri i¢in de gecerlidir. Bu iki enzim
izoenzimi plazmodiyal LDH’larda oldugu gibi NAD" kofaktoriine gére APAD" ile daha
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yuksek aktivite gostermektedir [76, 121]. 163. pozisyonda methionin tasiyan diger

Apikompleksanlar olan Eimeria tenella ve Theileria parva LDH enzimlerinin kofaktor

ozgiilliikleri ile ilgili bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Tablo 1.3. Plazmodiyal LDH (P/LDH, PvLDH, PoLDH, PmLDH), Toxoplasma gondii LDH1 ve LDH2 ve
insan LDH’larinin (LDH-M ve LDH-H) kofaktdr 6zgiilliiklerinin karsilagtirilmasi. [(1): Ref. No: 136, (2):
Ref. No: 98, (3): Ref. No:111, (4): Ref. No: 134, (5): Ref. No: 138, (6): Ref. No: 121].

Steady-State

Enzim Kinetik NADH NAD" APADH APAD"
Sabitesi
7 [€3) 86 [0 123 [©)
7+0.8 @ 86+10 @ 123+4 @
K (M) 26+1 @ 2246 @
1142 @ 180424 @
14.3+1 © 88.7+1.4 ©® 178.7+7.5 ®
2.7x10*W 1.7x10*® 5.1x10*™
PfLDH ke, (min®) (8.9£0.4)x10° @ (3.9£0.2)x10°* @ (1.5£0.2)x10* @
cat 5.8x10°@ 2.4x10°@
(2.2+0.08)x10*®  (0.55+0.02)x10*® (3.240.02)x10*®
3.9x10°® 2.0x10°@ 4.1x1080
Kea/Kim 1.3x10°@ 4.5x10’@ 1.2x10%@
(min'M™) 5.3x108@ 1.3x10"®
1.5x10°® 6.2x10” ¥ 1.8x10%®
7£1.1 @ 155+8 @ 182+13 @
Kon (uM) 2041 ® 24+1 ®
PVLDH kg (min™) (7.6+£0.2)x10° @ (1.4+0.2)x10° @ (2.0+£0.04)x10*
l(‘riti/nlﬁmM_.) 4.4x10"® 9.0x10°® 1.1x108®
K. (LM) 14+0.9 @ 31117 @ 408+26 @
PoLDH e (min")  (1.6£0.03)x10*®  (1.5£0.3)x10°@ (9.2+0.3)x10° @
l(‘gti/nl?f“M_l) 2.3x10°@ 4.8x10°® 2.3x10"?
K., (UM) 9+0.7 ¥ 143+11 @ 168+12 @
PmLDH e (min™) (7.5£0.2)x10°®  (2.3£0.05)x10°? (1.4+0.03)x10*®
l(‘gti/nl?an_l) 5.4x10"® 1.6x107® 8.0x10”®
K (UM) 420 348 © 50 ©
Tg1LDH Keq (min™) 3.7x10*® 1.3x10°© 3.4x10*®
l(‘gti/nl?f“M_l) 8.8x10°©® 3.7x10°©@ 6.8x10%©
K (UM) 19© 640 © 78 ©
Tg2LDH Keq (min™) 4.3x10°® 4.5x10*® 1.3x10*®
l(‘gti/nl?f“M_l) 2.3x10°©@ 7.0x10°© 1.7x10%©
K (UM) 50 93 @ 560
insan Keq (min™) 1.8x10* ™ 49x10°"M 2.4x10°D
LDH-M
l(‘gti/nl?f“M_l) 3.6x10° " 5.3x10" ™ 4.2x10°"
K (M) g 370 370
insan Keq (min™) 1.3x10*™ 3.0x10° D 1.7x10> D
LDH-H
l(‘gti/nl?f“M_l) 1.6x10° 8.1x10” ™ 4.6x10°"
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1.7.6. Inhibitér Calismalar

Laktat dehidrogenaz inhibisyonu ¢alismalarinin biiyiik bir kismi pamuk ¢ekirdeginden
izole edilen dogal bir {iriin olan gossipol ile yapilmistir [136]. Inhibitér calismalari,
gossipol ve tiirevlerinin, plazmodiyal ve diger Apikompleksan LDH’larina NADH
baglanmasinin yarigmali inhibitorleri olduklarimi gdstermistir [13, 98, 121, 140, 141].
Ancak gossipoliin diisiik mikromolar konsantrasyonda hem plazmodiyal LDH’1 hem de
insan LDH’ 11 segici olmadan inhibe ettigi rapor edilmistir [54, 67]. Ayrica gossipol
yiiksek dozda sitotoksiktir. Bu toksisite, molekiiliin yapisinda bulunan aldehid gruplarinin
proteinlerin serbest amino gruplari ile Schiff bazlar1 olusturmasi ile alakalidir [142, 143].
Molekiiler modelleme caligsmalari, gossipol tiirevi gossilik laktonun ve gossilik nitril 1,1'
diasetatin P. falciparum LDH’mn aktif bolge halkasina yakin olan piriivat/nikotinamid-
riboz bolgesine baglandigini gostermistir [144]. LDH in insan ve Plasmodium formlari
arasinda belirgin bir fark saglayan aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun
olusturdugu yarik [109, 111], enzimin Plasmodium formu icin gossilik nitril 1,1' diasetatin
seciciligini agiklamaktadir [136, 144]. Gossipol tiirevlerinin P. falciparum LDH’1 disinda
diger Plasmodium tiirlerindeki LDH’lara baglanma modeli de nispeten ayni olup [98]
Plasmodium’lar ile yapilan bu ¢alismay1 ayn yarik bdlgesine sahip olan Apikompleksanlar
i¢in de genellemek miimkiindiir [141]. Ornegin; Plasmodium LDH i1 spesifik olarak
inhibe eden bilesiklerin Eimeria tenella ile de c¢apraz reaksiyon vermesi gerektigi
diisiiniilmektedir [140]. Diger Apikompleksan Toxoplasma gondii’nin LDH1 ve LDH2
enzimleri de gossipol ve tiirevleri ile inhibe olmaktadir. Ancak LDH2 enzimi, LDHI1’e
gbre bu inhibitdrlere daha duyarhdir [121]. ilave olarak LDH2 enziminin inhibitdrlere
duyarlilig1 Plasmodium LDH’1na benzemektedir [121, 136].

Gossipol analogu 2,3-Dihidroksi-1-naftoik asid ailesinden 8-deoksihemigossilik asid
tiirevleri insan LDH’1na gore Plasmodium LDH’ 11 segici bir sekilde inhibe etmektedir
[54, 67, 136]. Dihidroksinaftoik asid serisi Toxoplasma gondii’nin LDH1 ve LDH2
enzimlerinin de yarigsmali inhibitorleridir [121]. LDHI ve LDH2 enzimlerinin bu
inhibitorlere duyarliigi Plasmodium LDH’1 ile karsilastirildigt zaman, gossipol
tiirevlerinde gorildiigi gibi LDH2, Plasmodium LDH’1na benzemekle birlikte LDH1’den
daha duyarlidir [121, 136].

Antimalarial ilag klorokinin parazit tizerindeki etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte,

sonrasinda Plasmodium LDH’1na baglandig1 rapor edilmistir [145]. Ancak plazmodiyal
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LDH’mn aktivitesini inhibe ettigi bulunamamistir. P. falciparum LDH ve klorokin
arasindaki kompleksin kristallografik yapisi klorokinin kismen P. falciparum LDH’inin
kofaktor baglanma bolgesi igine yerlestigini ve ti¢lii kompleks yapida kofaktoriin adenil
halkasiminkine benzer bir pozisyonu isgal ettigini gostermistir. Dolayisiyla klorokinin
Plasmodium LDH enzim aktivitesinin NADH’a gore yarigsmali inhibitorii oldugu
belirlenmistir [146]. Klorokinin diger Apikompleksanlarin LDH enzimleri {izerindeki
etkisi henliz rapor edilmemistir.

Oxamat, piriivatin yapisal analogu olup Plasmodium falciparum LDH’1 i¢in yiiksek
affinite gostermektedir [54, 127]. Bu bilesik LDH’a pirlivatin baglanmasinin yarigmali
inhibitoriidiir [147] ve milimolar aktiviteye sahiptir [54]. Baz1 oxamat tlirevleri segici
PfLDH inhibitorleridir [147]. Plasmodium’da oldugu gibi, oxamat tiirevleri Toxoplasma
gondii’nin LDHI ve LDH2 enzimlerinin de yarigmali inhibitdrleridir. Bununla birlikte bu
inhibitorlerin yapisindaki degisimlere LDH1 ve LDH2 enzimleri ¢ok az duyarli olmasina
ragmen plazmodiyal LDH duyarlh degildir [121].

Plasmodium falciparum LDH’1 ile yapilan kristalografik calismalar azol-bazl
bilesiklerin NAD" kofaktdriiniin nikotinamid halkasinin yanina yerleserek enzimin aktif
bolgesine secici olarak dogrudan baglandigini gostermistir. Bu baglanma onlarin P.
falciparum LDH’ma karsi inhibitér aktivitesi ve insan LDH’ma kars1 azaltilmig
aktivitesiyle iliskilidir [14, 142]. Yapilan ¢alismalar azol-bazli bilesiklerin Plasmodium
LDH’m1 insan LDH’indan yaklasik olarak 100 kat daha diisiik konsantrasyonda inhibe
ettigini gdstermistir. Bununla birlikte bu bilesiklerin diger Apikompleksanlara karsi hi¢bir
parazitik aktivitesi heniiz rapor edilmemistir [14].

Plazmodiyal LDH ile yapilan inhibitor caligsmalari insan LDH’ina gore yapisal ve
kinetik farklilik saglayan aktif bolge halkasinin ve kofaktor baglanma bolgesinin secici
inhibitorler i¢in bir tutunma bolgesi olusturdugunu gostermistir. Dolayisiyla Plasmodium
vivax laktat dehidrogenaz enzimindeki aktif bolge halkasinin sahip oldugu pentapeptid
insersiyonunun ve kofaktér baglanma bolgesindeki Ljs; aminoasidinin yapisal
degisiklikleri tolere edip etmediginin test edilmesi biitiin Plasmodium’lar igin etkili ve

secici bir inhibitor tasarimi i¢in 6nemlidir.
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1.8. Tez Projesinin Tasarimi ve Hedef Secimi

Sitmanin tedavisinde kullanilan antimalariallara karsi direncin ortaya g¢ikmasi ve
yayilmas1 yeni antimalariallarin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Plasmodium’larin ideal
ilag hedefleri olarak parazitin infeksiyonu, canliligi, cogalmasi i¢in gerekli olan ve
konaktaki esdegerinin olmadigi veya konaktaki esdegeri ile yap1 ve fonksiyon
farkliliklarindan dolay1 ayirt edici bir mekanizmanin belirlendigi, Plasmodium’lar i¢in 6zel
hiicresel ve metabolik ihtiya¢ niteligine sahip hedefler diigiiniilmektedir [148]. Bu amagla
Plasmodium vivax’n laktat dehidrogenaz enzimi hedef olarak secilmistir.

Plazmodiyal LDH, insan LDH’1na gore aktif bolge halkasinda ¢ok sayida aminoasit
degisikligi icermektedir. Bunlar arasinda dnemli aminoasitler olan Glnjp, Thrase ve Ilesso
strastyla Lysio2, Prosss ve Proysp aminoasitleri ile yer degistirmistir. Bununla birlikte aktif
bolge halkast insan LDH’ma gore pentapeptid insersiyonu igermektedir [109, 111].
Plasmodium LDH’min aktif bolgesindeki bu degisikliklere bagl olarak, insan LDH’1na
gore yiiksek derecede secici bir inhibitdr gelistirilmesi icin aktif bolge halkasi cazip bir
hedef olarak goriilmektedir [98]. Molekiiler modelleme calismalari gossipol tiirevi gossilik
nitril 1,1" diasetatin Plasmodium LDH’inin hem nikotinamid hem de piriivat baglanma
bolgelerine baglandigin1 gostermistir [144]. LDH’m insan ve Plasmodium formlari
arasinda belirgin bir fark saglayan aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun
olusturdugu yarik [109, 111], enzimin Plasmodium formu i¢in bu gossipol tiirevinin
seciciligini agiklamaktadir [136, 144].

Yapiya dayali antimalarial tasarim calismalarinda Plasmodium LDH’1nin aktif bolgesi
kadar kofaktdr baglanma bolgesi de dikkat c¢ekmektedir. Plazmodiyal LDH’1n, insan
LDH’ma gore kofaktdr baglanma bdlgesindeki S;¢3 aminoasidinin yerine L;¢3 aminoasidini
tasimasi NADH kofaktoriiniin pozisyonunda degisiklige neden olmaktadir [18, 19, 98, 110,
113, 114, 116, 117]. Bu farklilik, enzimin katalizleme kinetigini ve substrat inhibisyonu
ozelligini degistirmektedir [98, 109, 111, 113]. Yapilan calismalar, enzimin kofaktor
baglanma bdlgesinin yarigmali inhibitorleri olan 8-deoksihemigossilik asid tiirevlerinin
insan LDH’1na gore Plasmodium LDH’1n1 segici bir sekilde inhibe ettigini gostermistir [54,
67, 136].

Plazmodiyal LDH’larin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun
olusturdugu yarik ve kofaktdér baglanma bolgesindeki aminoasit degisikligine bagli olarak

NADH kofaktoriinlin pozisyonundaki degisiklik aktif bolgede genislemis bir hacim ile
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sonuglanmaktadir [14, 112, 113]. Insan LDH’ma gére PvLDH’m yapisal ve kinetik
farkliligin1 saglayan bu iki bolge secici inhibitorler i¢in bir tutunma bolgesi olusturmasi ve
enzimin substrat fazlalifin1 tolere etmesinde Onemli bir rol oynamaktadir [111].
Dolayisiyla Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enzimindeki aktif bolge halkasinin
sahip oldugu pentapeptid insersiyonunun ve kofaktdr baglanma bolgesindeki L3
aminoasidinin yapisal degisiklikleri tolere edip etmediginin test edilmesi biitiin
Plasmodium’lar icin etkili ve secici bir inhibitor tasarimi i¢in 6énemlidir. Plasmodium’lar
disinda aym1 zamanda diger Apikompleksanlara 6zgii olan bu bolge, cesitli enzim
inhibitorlerini barindirma ve enzim aktivitesini durdurarak parazitin 6liimiine sebep olma
potansiyeline sahip oldugu i¢in Plasmodium’larla birlikte Apikompleksanlar i¢in de genel
ilag tasarim ¢alismalarinda hedef bolge olarak kullanilabilip kullanilamayacagi konusunda
bu tez c¢alismasinda agiklamalar getirilmesi hedeflenmistir. Bunun igin insanda ve
ekonomik olarak dnemli olan hayvanlarda ciddi infeksiyonlara yol agan ii¢ Apikompleksan
tiiri olan Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve Theileria parva’nin LDH enzimleri model
olarak secilmistir. Bu tez calismasinda, PvLDH enziminin kofaktor baglanma bolgesindeki
Lis3 aminoasidinin ve aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun bu ii¢
Apikompleksanin aminoasitleri ile degistirilmesi sonucu enzimin bu degisiklikleri tolere
edip etmediginin ve yapilan degisikligin enzim kinetigini nasil etkilediginin arastirilmasi

amagclanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan 7ag DNA Polimeraz enzimi, tampon
cozeltisi ve MgCl, soliisyonu Promega (USA)’dan; Pfu Turbo DNA Polimeraz enzimi ve
tampon ¢ozeltisi Stratagene (USA)’den; DNA’nin kesilmesi i¢in kullanilan EcoRI ve Pstl
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ve tampon ¢ozeltileri, ligasyon i¢in kullanilan T4 DNA
Ligaz enzimi ve tampon ¢ozeltisi Promega (USA)’dan temin edilmistir.

Plazmid DNA izolasyonunda kullanilan “QIAprep Spin Miniprep Kit” QIAGEN
(Almanya)’den; PCR iirlinlerinin jelde yiiriitiildiikten sonra saflastirilmasinda kullanilan
“QIAquick Gel Extraction Kit” QIAGEN (Almanya)’den, “Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System” Promega (USA)’dan temin edilmistir.

Agaroz jel elektroforezi sonrasinda DNA bantlarinin molekiil agirliklart  ve
konsantrasyonunun tayininde kullanilan “Hyper Ladder I Bioline (USA)’dan, “Lambda
DNA Hind III Digest” Amersham Pharmacia Biotech (USA)’den, “GeneRuler SM1338
Marker” Fermentas (Lithuania)’dan, “100 bp DNA Ladder G2101 Molecular Weight
Marker” Promega (USA)’dan temin edilmistir. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) sonrasinda protein bantlarinin  molekiil agirliklarinin
belirlenmesinde kullanilan “Low Molecular Weight (LMW) Calibration Kit” Amersham
Pharmacia Biotech (USA)’den, “Protein Molecular Weight Marker-SM0431” Fermentas
(Lithuania)’dan; Western blot sonrasinda protein bantlarinin molekiil agirliklarinin
belirlenmesinde kullanilan “SDS 7B” Sigma (USA)’dan temin edilmistir.

Western blot asamasinda kullanilan primer antikor icin yabanil tip SDK1 P/LDH
proteini ile hazirlanan emiilsiyonun Yeni Zelanda beyaz tavsanlarina enjeksiyonu ile elde
edilmis olan antikor temin edilmis [149], sekonder antikor Goat Anti-Rabbit IgG ise Bio-
Rad (UK)’dan ticari olarak temin edilmistir.

Ekspresyonu yapilan proteinin saflagtirilmasi i¢in kullanilan Ni-NTA Agaroz, QIAGEN
(Almanya)’den saglanmistir. Deneysel c¢aligmalarda kullanilan diger biitiin kimyasallar
BDH, Sigma, Bio-Rad, Roche ve Merck’ten saglanmistir. Polimeraz zincir

reaksiyonlarinda ve DNA dizi analizinde kullanilan primerler MWG-Biotech (Almanya)



ve lontek (Tirkiye) tarafindan sentezlenmistir [150, 151]. Gen klonlama sonras1t DNA dizi

analizi, lontek (Tiirkiye) firmasina yaptirilmistir.

2.1.1. Ekspresyon Vektorii

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

2.1.2. DNA Ornegi

Plasmodium vivax’in Belem soyundan, laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen
klonlanmig ve protein Uretimi i¢gin pKK223-3 ekspresyon vektoriine altklonlamast
yapilmistir [110]. Bu tez c¢alismasinda yapilan biitiin yonlendirilmis mutagenez
calismalarinda bu rekombinant DNA 6rnegi kalip olarak kullanilmigtir. Rekombinant DNA
Ornegini olusturan PvLDH geninin organizasyonu ve pKK223-3 ekspresyon vektoriiniin

haritas1 Sekil 2.1.’de gdsterilmistir.

5 UTR } PLDH ORF 045 3FUTR
5 GAATTCATG:
3 CTTAAGTAS
EcoRl Start

CATCACCATCACCATCACTAACTGCAGSE
GTAGTGGTAGTGGTAGTGATTGACGTC Y

6xHis Tag Stop  Ped

Hine 11 (68)*

S Hinc Il (3785)"

Pvu 1 (3613)

Sph | {443)

Sal 1 (532)*

pBR322
Acc I*

Hinc II*
pKK223-3
4584 bp
pBR322
Pvu 11 (1945) pBR322
*Ozgiin degil Acc | (2125)* o

Sekil 2.1. PvLDH geninin organizasyonu ve pKK223-3 vektoriiniin haritasi
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2.1.3. Escherichia coli Soyu

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

2.1.4. Bakteriyolojik Gelisim icin Besiyerleri ve Soliisyonlar

Cift Kuvvetli Yeast Ekstrakt-Tripton (2xYT) Buyyon

Maya Ekstrakti 10 g/l
Tripton 16 g/l
NaCl 5¢/1

Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapilir.

Cift Kuvvetli Yeast Ekstrakt-Tripton (2xYT) Agar

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

Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapilir.

Luria-Bertani (LB) Buyyon

Maya Ekstrakti 5¢/1
Tripton 10 g/l
NaCl 10 g/l

Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapilir.
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Luria-Bertani (LB) Agar

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

Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapilir.

2xMinimal Tuz

K,HPO,4 14 g/l
KH,PO,4 6 g/l
(NH4)2SO4 2 g/l
Sodyum Sitrat 1 g/l
MgS0,.7H,0 0,5 g/l
Minimal Agar

2xMinimal Tuz* 500 ml/1
% 3,3 Agar* 500 ml/1
% 20 Glukoz** 10 ml/1
% 20 MgSO4.7H,O** 1 ml/l

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

* Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapilir.

** 0,2 um capl filtre ile sterilize edilir.

Ampisilin

dH,O ile 100 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir. 0,2 pm ¢apl filtre ile sterilize edilir.

Kiigiik hacimlerde boliiniir. -20 °C’de saklanir.
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Isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG)

dH,O ile 20 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir. 0,2 um c¢aplh filtre ile sterilize edilir.
Kiigiik hacimlerde boliiniir. -20 °C’de saklanir.

2.1.5. Stok Soliisyonlar, Calisma Soliisyonlar1 ve Tamponlar

50xTAE Tampon Cozeltisi (Tris-Asetat-EDTA)

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

dH,0 ile IxXTAE’ye seyreltilerek ¢alisma soliisyonu hazirlanir.

Agaroz Jel I¢in Ornek Uygulama Tamponu (EtBr-SAB, Sample Application Buffer)

Siikroz 4 ¢/10 ml
2 M Trizma Base 0,5 ml/10 ml
0,5M EDTA 2 ml/10 ml
Bromfenol Mavisi 4 mg/10 ml

Kristal Viyole (CV) Soliisyonu

dH,O ile 5 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir. Karanlik bir ortamda muhafaza edilir.

Kristal Viyole Jel Icin Ornek Uygulama Tamponu (CV-SAB)

Gliserol 500 pl/ml
1xTAE 500 pl/ml
Kristal Viyole 10 pg/ml
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CaCl; Soliisyonu

100 mM CaCl,.6H,0O 21,9 g/l
5 mM MgCl,.6H,0 1,02 g/l
5 mM Tris HCI (pH: 7.6)* 5 ml/l

* Stok 1 M Tris HCI (pH: 7.6) ¢ozeltisinden alinir.

Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika sterilizasyon yapilir.

SDS-PAGE Jelleri i¢in Ornek Uygulama Tamponu (SDS-PAGE-SAB)

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

5xTank Tamponu

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

dH,O ile 1xTank tamponuna seyreltilerek ¢aligma soliisyonu hazirlanir ve 5 defa ayni

tampon kullanilabilir.

% 30 Akrilamid/Bis Calisma Soliisyonu

Akrilamid 29 gr/100 ml
N, N'-Metilen-Bis-Akrilamid 1 gr/100 ml
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Protein Boyama Soliisyonu
% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi

% 40 Methanol
% 10 Glasiyal Asetik Asit

Boya Uzaklastirici (Destaining) Soliisyon

% 5 Methanol
% 7 Asetik Asit

Boya uzaklastirict soliisyon kullanildiktan sonra aktif komiir tozu ilave edilerek

Coomassie Brillant Mavisi c¢okeltilir. Soliisyon filtre kagidindan siiziilerek tekrar

kullanilabilir.

Transfer Tamponu
39 mM Glisin
48 mM Trizma Base

1,3 mM SDS
% 20 Methanol

PBS (Phosphate Buffered Saline, Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi)

0,15 M NaCl 900 ml/1
0,1 M Na,HPO, (pH: 7.4) 100 ml/l

PBS Tween 20

PBS 1000 ml
Tween 20 2 ml
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% 5’lik Siit tozu

Yagsiz sut tozu S5g

PBS Tween 20 100 mI’ye tamamlanur.

Hiicre Lizis Tamponu

50 mM NaH,POg4

1500 mM NaCl

50 mM Imidazol

20 mM B-Merkaptoethanol
pH: 8.0

Bu tampon “Protein Saflastirma Protokolii 17 i¢in kullanilmistir.

Kolon Yikama Tamponu 1

50 mM NaH;PO4
1500 mM NaCl
70 mM Imidazol
pH: 8.0

Bu tampon “Protein Saflastirma Protokolii 17 i¢in kullanilmistir.

Kolon Yikama Tamponu 2

50 mM NaH;PO4
1500 mM NaCl
80 mM Imidazol
pH: 8.0

Bu tampon “Protein Saflastirma Protokolii 17 i¢in kullanilmistir.
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Kolon Yikama Tamponu 3

50 mM NaH,POg4
1500 mM NaCl
90 mM Imidazol
pH: 8.0

Bu tampon “Protein Saflastirma Protokolii 17 i¢in kullanilmistir.

Protein Eliisyon Tamponu 1
50 mM NaH,POg4

700 mM NaCl

200 mM Imidazol

pH: 8.0

Bu tampon “Protein Saflastirma Protokolii 17 i¢in kullanilmistir.

0,5 M KH,PO4/NaHPO, (pH: 7.5)

0,5 M Na,HPO, (pH: 7.5)

0,5 M KH,POy ile pH ayarlanir.

Hiicre Lizisi ve Kolon Yikama Tamponu

% 10 0,5 M KH,PO4/Na,HPO, (pH: 7.5)
% 10 Gliserol

300 mM NacCl

20 mM Imidazol

Bu tampon “Protein Saflastirma Protokolii 2” i¢in kullanilmistir.
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Protein Eliisyon Tamponu 2

% 10 0,5 M KH,PO,/Na,HPO, (pH: 7.5)
% 10 Gliserol

300 mM NacCl

250 mM Imidazol

Bu tampon “Protein Saflastirma Protokolii 2” i¢in kullanilmistir.
Bis-Tris Soliisyonu
0,02 M Bis-Tris
0,05 M KCI
pH: 6.0
Kinetik Ol¢iim I¢in Piriivat Calisma Soliisyonu
2,916 M piriivat eH,O’da (elgastat H,O) ¢oziiliir. 1/3 oraninda diliisyon serileri (972

uM, 324 uM, 108 uM, 36 uM, 12 uM, 4 pM) hazirlanir. Kinetik Ol¢lim igin taze

hazirlanmais pirtivat diliisyon serisi kullanilir.

Kinetik Ol¢iim I¢in Stok NADH Soliisyonu

200 mM NADH eH,0’da (elgastat H,O) ¢oziiliir. -80 °C’de saklanir. Kullanilmadan

once 1/10 oraninda seyreltilerek 20 mM konsantrasyonda NADH soliisyonu hazirlanir.
Kinetik Ol¢iim Tamponu

50 mM Trizma Base

50 mM KCl

pH: 7.5

Taze Millipore saf su ile hazirlanir.
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2.1.6. Primerler

PvLDH enzimini kodlayan genin amplifikasyonu, genin aktif bolge halkas1 ve kofaktor
baglanma bolgesindeki yonlendirilmis mutagenez ¢alismalar1 ve altklonlama sonrasi DNA
dizi analizi i¢in asagidaki spesifik primerler kullanilmistir.

Sekil 2.2.°de PvLDH enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi ve mutagenez
calismalari i¢in kullanilan primerlerin ve DNA dizi analizi primerlerinin gen {izerindeki

yerleri belirtilmistir.

2.1.6.1. 5' U¢ Primeri

Pv7: 5 GCC GAC CCG GAA TTC ATG ACG CCG AAA CCC AAAATTGTGC 3
EcoRI

2.1.6.2. 3' U¢ Primerleri

Pv13: 5' TTT TCT GCA G'AA TGA GCG CCT TCA TCC TTT TAG TCT CC 3'
PsA

Pv15: 5' TTT TCT GCA GT GAT GGT GAT GGT GAT GAA TGA GCG CCT
Pstl 6xHis Tag
TCA TCC 3'

2.1.6.3. Yonlendirilmis Mutagenez Primerleri

PvLMI1TglF: 5' GGA AAG AGC GAC TCC GAA TGG AAC CG 3'
K—S

PvLMI1TglR: 5' CGG TTC CAT TCG GAG TCG CTC TTT CC 3'
K—S
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PvLM2TglF:5' GGA AAG AGC GAC TCC GAA TGG AGC CGA GATGATTTAC 3
K—S N—S

PvLM2TglR: 5' GTA AAT CAT CTC GGC TCC ATT CGG AGT CGC TCT TTC C 3'
N—S K—S

PvLMI1EtF: 5' GGA AAG AGC GAC CAA GAA TGG AACCG 3
K—Q

PvLMI1EtR: 5' CGG TTC CAT TCT TGG TCG CTC TTT CC 3'
K—Q

PVLM2E(F: 5' GGA AAG AGC GAC CAA GAA TGG TCG CGA GAT GAT TTA C 3'
K—Q N—S

PvLM2EtR: 5' GTA AAT CAT CTC GCG ACC ATT CTT GGT CGC TCT TTC C 3'
N—-S K—Q

PvLMI1TpF: 5' CCA GGA AAG AGC AAT AAG GAA TGG AAC 3'
D—N

PvLMI1TpR: 5' GTT CCA TTC CTT ATT GCT CTT TCC TGG 3'
D—N

PvLM2TpF: 5' CCA GGA AAG AGC AAT GAG GAATGG AACCGA G 3
D—N K—E

PvLM2TpR: 5' CTC GGT TCC ATT CCT CAT TGC TCT TTC CTG G 3'
K—E D—N

PvL163MF: 5' TAA AAT CAT CGG AAT GGG TGG TGT GCT AG 3'
L—-M

PvL163MR: 5' CTA GCA CAC CACCCA TTC CGATGA TTT TA 3'
L—-M
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PvL163SF: 5' TAA AAT CAT CGG ATC GGG TGG TGT GCT AG 3'
L—S

PvL163SR: 5' CTA GCA CAC CACCCG ATCCGA TGA TTTTA 3'
L—S

2.1.6.4. Dizi Analizi Primerleri

Pv16: 5' CCC CAA GGA AAGGCACTAGA Y

Pv17: 5' CCA TTT CGA TGA TGG CAG C 3'

(Pv7) -
ATGACGCCGAAACCCAAAATTGTGCTCGTCGGGTCGGGCATGATCGGAGGCGTGATGGCC

TACTGCGGCTTTGGGTTTTAACACGAGCAGCCCAGCCCGTACTAGCCTCCGCACTACCGG

aa: MetThrProLysProLysIleVallLeuValGlySerGlyMetIleGlyGlyValMetAla
M T P K P K I VL V G $ G M I G G V M A

ACGCTGATTGTGCAGAAGAACCTGGGGGACGTAGTGATGTTTGACGTAGTGAAAAACATG
61 —-———————- Fo———————- Fo———————- t-———————- Fo——————— to——————— + 120
TGCGACTAACACGTCTTCTTGGACCCCCTGCATCACTACAAACTGCATCACTTTTTGTAC

aa: ThrLeuIleValGlnLysAsnLeuGlyAspvalValMetPheAspValVallLysAsnMet
T L I v ¢ K N L G D V V M F D V V K N M

(Pvl16)—
CCCCAAGGAAAGGCACTAGATACGTCTCACTCGAATGTGATGGCTTATTCCAATTGCAAG

121 ————————- Fmmm—————— fmmm—————— Fmmm—————— Fo— Fmmm—————— + 180
GGGGTTCCTTTCCGTGATCTATGCAGAGTGAGCTTACACTACCGAATAAGGTTAACGTTC

aa: ProGlnGlyLysAlaLeuAspThrSerHisSerAsnValMetAlaTyrSerAsnCysLys
P 9 G K A L DT S HS NV MAY S N C K

GTGACTGGCTCGAACTCGTATGATGACTTGAAGGGAGCCGACGTGGTGATCGTCACTGCG
181 ———————-- Fommm - Fommm - Fommm - Fomm Fommm + 240
CACTGACCGAGCTTGAGCATACTACTGAACTTCCCTCGGCTGCACCACTAGCAGTGACGC

aa: ValThrGlySerAsnSerTyrAspAspleulysGlyAlaAspValvValIleValThrAla
v T 6 S N S Y D D L K G A D V V I VvV T A

Sekil 2.2. PvLDH enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi ve enzimin aminoasit dizisi [110]. Calismada
kullanilan primerlerin gen {izerindeki konumlari gélgelendirilerek gosterilmistir.
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(PvLM1TglF, PvLM2TglF, PvLM1EtF, PvLM2EtF, PvLM1TpF, PvLM2TpF)-
GGATTTACTAAAGCACCAGGAAAGAGCGACAAGGAATGGAACCGAGATGATTTACTCCCC

CCTAAATGATTTCGTGGTCCTTTCTCGCTGTTCCTTACCTTGGCTCTACTAAATGAGGGG

aa: GlyPheThrLysAlaProGlyLysSerAspLysGluTrpAsnArgAspAspLeuleuPro
G F T K A P G K S DK E W N R D D L L P

~(PvLM1TglR, PvLM2TglR, PvLMI1EtR, PvLM2EtR, PvLMITpR, PvLM2TpR)

TTGAATAACAAAATTATGATTGAGATTGGGGGACATATTAAGAACCTTTGCCCCAATGCC
301 ———=————- fommm fommm fommm Fom Fomm = + 360
AACTTATTGTTTTAATACTAACTCTAACCCCCTGTATAATTCTTGGAAACGGGGTTACGG

aa: LeuAsnAsnLysIleMetIleGluIleGlyGlyHisIleLysAsnLeuCysProAsnAla
L N N K I M I E I G G H I K N L C P N A

TTTATCATTGTGGTGACGAACCCAGTGGACGTGATGGTGCAGTTACTCTTCGAGCATTCC
361 ————————- fommm fommm fommm Fom Fomm = + 420
AAATAGTAACACCACTGCTTGGGTCACCTGCACTACCACGTCAATGAGAAGCTCGTAAGG

aa: PhelIlelIleValValThrAsnProValAspValMetValGlnLeuLeuPheGluHisSer
¥ I I Vv v T N P V D V M V Q L L F E H S

(PvL163MF, PvL163SF)-
GGAGTCCCAAAAAATAAAATCATCGGATTAGGTGGTGTGCTAGATACATCTAGACTGAAA
421 —==—=———- Fmm—————— Fmm—————— Fmm—————— o Fm——————— + 480
CCTCAGGGTTTTTTATTTTAGTAGCCTAATCCACCACACGATCTATGTAGATCTGACTTT

aa: GlyValProLysAsnLysIleIleGlyLeuGlyGlyValLeuAspThrSerArgLeulys
G v P K N K I I 6 L G G Vv L D T S R L K

~(PvL163MR, PvL163SR)

TATTACATATCGCAGAAGTTGAACGTCTGCCCGAGAGATGTTAATGCACTCATTGTCGGT
481 —-—-—--—-—- fommm fommm fommm Fom Fomm = + 540
ATAATGTATAGCGTCTTCAACTTGCAGACGGGCTCTCTACAATTACGTGAGTAACAGCCA

aa: TyrTyrIleSerGlnLysLeuAsnValCysProArgAspValAsnAlalLeulleValGly
Yy Yy I s ¢ K L N Vv C P R DV N A L I V G

GCACATGGGAACAAGATGGTTCTCCTGAAAAGGTACATCACAGTTGGAGGTATCCCATTG
541 --—----—- fommm fommm fommm Fomm Fomm = + 600
CGTGTACCCTTGTTCTACCAAGAGGACTTTTCCATGTAGTGTCAACCTCCATAGGGTAAC

aa: AlaHisGlyAsnLysMetVallLeuLeulLysArgTyrIleTyrValGlyGlyIleProLeu
A°H G N KMV L L K R Y I T V G G I P L

CAAGAATTTATTAATAACAAAAAGATTACAGATGAAGAAGTGGAAGGCATATTTGATCGC
601 ---—-—--- fommm fommm fommm Fom Fomm = + 660
GTTCTTAAATAATTATTGTTTTTCTAATGTCTACTTCTTCACCTTCCGTATAAACTAGCG

aa: GlnGluPheIleAsnAsnLysLysIleThrAspGluGluvValGluGlyIlePheAspArg
Q E F I N N K K I T D E E V E G I F D R

Sekil 2.2.°nin devami. PvLDH enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi ve enzimin aminoasit dizisi [110].
Calismada kullanilan primerlerin gen tizerindeki konumlar1 golgelendirilerek gosterilmistir.
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ACTGTCAACACTGCTTTGGAGATTGTGAACCTCCTTGCCTCTCCTTATGTTGCCCCAGCT
661 ——=—————- Fommm————— Fomm Fomm o Fmmm————— + 720
TGACAGTTGTGACGAAACCTCTAACACTTGGAGGAACGGAGAGGAATACAACGGGGTCGA

aa: ThrValAsnThrAlaLeuGlulIleValAsnLeulLeuAlaSerProTyrValAlaProAla
T v N T A L E I V N L L A S P Y V A P A

GCTGCCATCATCGAAATGGCCGAATCTTATTTGAAGGATATAAAGAAAGTGCTTGTTTGT
721 === Fomm————— Fomm Fomm o Fmm—————— + 780
CGACGGTAGTAGCTTTACCGGCTTAGAATAAACTTCCTATATTTCTTTCACGAACAAACA

aa: AlaAlaTlleIleGluMetAlaGluSerTyrLeulLysAspIleLysLysVallLeuValCys
A A I I E M A E S Y L K D I K K Vv L Vv C

~(Pv1l7)

TCCACTCTACTAGAGGGACAATACGGCCACAGCAACATCTTTGGTGGTACTCCTCTCGTT
781 ————————- Fommm - Fommm - Fommm - Fomm Fommm + 840
AGGTGAGATGATCTCCCTGTTATGCCGGTGTCGTTGTAGAAACCACCATGAGGAGAGCAA

aa: SerThrLeuLeuGluGlyGlnTyrGlyHisSerAsnIlePheGlyGlyThrProLeuVal
s T L.L £ G QQ Y G H s N I F G G T P L V

ATCGGGGGCACCGGAGTTGAGCAAGTCATCGAGTTGCAGCTGAATGCCGAGGAGAAGACLCC
841 ---—----- fommm fommm fommm - Fom fommm - + 900
TAGCCCCCGTGGCCTCAACTCGTTCAGTAGCTCAACGTCGACTTACGGCTCCTCTTCTGG

aa: IleGlyGlyThrGlyvValGluGlnvValIleGluLeuGlnLeuAsnAlaGluGluLysThr
l1 6 G T GV E 9 v I E L 0 L N A E E K T

AAGTTCGACGAGGCAGTTGCGGAGACTAAAAGGATGAAGGCGCTCATTTAA
901 ---—-—--- fommm fommm Fomm fomm - +- 951
TTCAAGCTGCTCCGTCAACGCCTCTGATTTTCCTACTTCCGCGAGTAAATT

aa: LysPheAspGluAlaValAlaGluThrLysArgMetLysAlaLeulleEnd
K ¥F D E A V A E T K R M K A L I

—(Pv13, Pvlh)

Sekil 2.2.”in devami. PvLDH enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi ve enzimin aminoasit dizisi [110].
Calismada kullanilan primerlerin gen tizerindeki konumlari golgelendirilerek gosterilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Primerlerin Tasarlanmasi

PvLDH ve diger mutagenez genlerinin amplifikasyonu, PvLDH geninin aktif bdlge
halkas1 ve kofaktor baglanma boélgesindeki yonlendirilmis mutagenez caligsmalari ve
altklonlama sonras1 DNA dizi analizi i¢in spesifik primerler kullanilmistir. Amplifikasyon
ve yonlendirilmis mutagenez primerleri tasarlanirken, altklonlama yapilan pKK223-3

vektoriinde esdeger dizisi olmayan, sadece gene 6zgiil olan diziler primer dizisi olarak
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tasarlanmistir. Amplifikasyon primerlerinin dizileri, gene 0&zgilil dizilerle birlikte
restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin (EcoRI ve Pstl) kesim bolgelerine ait diziler, 6xHis
Tag etiketi, stop kodonu gibi ilave dizileri de icermektedir. Yonlendirilmis mutagenez
primerleri mutagenez bdlgelerinde PvLDH geninin aminoasit kodonu yerine degistirilmek
istenen aminoasidin kodonu yerlestirilerek tasarlanmistir. DNA dizi analizi i¢in kullanilan
primerler ise her iki yonde sekanslama ile genin tam uzunlugunun elde edilecegi gen
bolgeleri segilerek tasarlanmistir. PCR sirasinda kullanilacak primer c¢iftlerinin erime
sicakliklariin (T, Melting Temperature) birbirine denk ya da yakin olmas1 saglanmstir.
Bu primer c¢iftleri arasinda dimer olusumuna yol agacak bir eslenikligin ya da primerlerin
kendi iclerinde sac¢ tokasi olusturmasina neden olacak karsilikli bir eslenikligin

olmamasina dikkat edilmistir.

2.2.2. Plazmid DNA Izolasyonu

Plazmid DNA igeren E. coli bakteri soyu 100 pg/ml ampisilin igeren ¢ift kuvvetli (2x)
YT agar besiyerinde bir gece gelistirilir. Se¢ilen kolonilerden bir tanesi steril bir kiirdan
yardimiyla 100 pg/ml ampisilin igeren 5 ml 2xYT buyyona aktarilir ve bir gece 37 “C’de
ve 100 rpm’de inkiibe edilir. 1,4 ml bir gecelik kiiltiir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
alinir ve DNA QIAprep® Miniprep Kit (QIAGEN) kullamilarak izole edilir [152].

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Yonlendirilmis Mutagenez

Yonlendirilmis mutagenez, Eppendorf Mastercycler Personal Thermalcycler cihazi
kullanilarak PCR metodu ile iki asamada gerceklestirilmistir. Ilk olarak PvLDH’m
mutagenez bolgeleri ile ¢akisan iki mutant DNA fragmenti (A ve B fragmentleri) elde
edilmistir. Bunun i¢in PvLDH geninin zincirlerine komplementer Pv7 ve Pv13 (veya Pv15)
uc primerleri ile uygun mutagenez primerleri olmak iizere 4 primer kullanilmistir (Tablo
2.1.). A fragmentini elde etmek i¢in 5' Ug¢ Primeri-Mutagenez Primeri 2 primer ¢ifti, B
fragmentini elde etmek i¢in Mutagenez Primeri 1-3' U¢ Primeri primer ¢ifti kullanilmistir

(Sekil 2.3.).
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PCR sartlar1 asagida verilmistir:

10xPfu Tamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir.)

dNTP’ler 5 ul (stok; final konsantrasyonu 2 mM olan dNTP karigimi)
5' Primeri 2,5 ul (stok; 20 pmol/ul)

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

Kalip DNA 1,5 pl

Pfu DNA Polimeraz 0,5 pl (stok; 2,5 u/pl)

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

Amplifikasyon 94 °C’de 1,5 dakika, 58 °C’de 2 dakika, 72 “C’de 2 dakika ve 20 dongii

olarak gerceklestirilmistir.

Tablo 2.1. PvLDH geninin iizerinde yapilan yonlendirilmis mutagenezler igin kullanilan primer ¢iftleri

A Fragmenti icin Primer Cifti B Fragmenti i¢in Primer Cifti

PvLDH Mutagenezi
5' Primeri-3' Primeri 5' Primeri-3' Primeri

PvL163M Pv7 ve PvL163MR PvL163MF ve Pv13/Pv15
PvL163S Pv7 ve PvL163SR PvL163SF ve Pv13/Pv15
PvLMI1Tgl Pv7 ve PvLMITgIR PvLMI1TglF ve Pv13/Pv15
PvLM2Tgl Pv7 ve PvLM2TgIR PvLM2TglF ve Pv13/Pv15
PvLMIEt Pv7 ve PvLMIEtR PvLMI1EtF ve Pv13/Pv15
PvLM2Et Pv7 ve PvLM2EtR PvLM2EtF ve Pv13/Pv15
PvLMI1Tp Pv7 ve PVLMITpR PvLMI1TpF ve Pv13/Pv15
PvLM2Tp Pv7 ve PvLM2TpR PvLM2TpF ve Pv13/Pv15

PCR’in tamamlanmasmin ardindan A ve B fragmentleri %]1’lik agaroz jelde
yiritilmistir. DNA bantlarmi iceren jel dilimleri QIAquick® Gel Extraction Kit
(QIAGEN) kullanilarak saflagtirllmigtir [153]. Jelden saflagtirllan DNA fragmentlerinin
yaklagik konsantrasyonlar1 agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir.

Ikinci asama olarak %1°lik agaroz jelden saflastirilan mutant DNA’nmn A ve B

fragmentlerini birlestirmek i¢in PCR yapilmistir. Konsantrasyonlari esas alinarak
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belirlenen miktarlarda kullanilan A ve B fragmentleri ile son hacim 25 pl olacak sekilde

gerceklestirilen PCR sartlar1 asagida verilmistir:

10xPfu Tamponu 2,5 pl (enzim ile beraber verilmistir.)

dNTP’ler 2,5 pl (stok; final konsantrasyonu 2 mM olan ANTP karigimi)
A Fragmenti Xul

B Fragmenti Xul

Pfu DNA Polimeraz 0,5 ul (stok; 2,5 u/ul)

Steril dH,O X ul (son hacim 25 ul olacak sekilde birakilir.)

Amplifikasyon 94 °C’de 2 dakika, 50 ‘C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika ve 7 dongii

olarak gerceklestirilmistir.

Bunu takiben ug¢ primerlerin (Pv7 ve Pv13/Pv15) ve diger PCR bilesenlerinin asagidaki

miktarlarda ilavesi ile reaksiyon 50 ul’ye tamamlanmistir:

10xPfu Tamponu 2,5 pl (enzim ile beraber verilmistir.)

dNTP’ler 2,5 pl (stok; final konsantrasyonu 2 mM olan dNTP karigimi)
5' Primeri 2,5 ul (stok; 20 pmol/ul)

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

Pfu DNA Polimeraz 0,5 ul (stok; 2,5 u/ul)

Steril dH,O 14,5 ul (son hacim 25 pul olacak sekilde birakilir.)

Amplifikasyon 94 °C’de 1,5 dakika, 55 “C’de 1 dakika, 72 °C’de 2,5 dakika ve 20

dongii olarak yapilmustir.

PCR ile yonlendirilmis mutagenez islemi Sekil 2.3.’de verilmistir:
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Sekil 2.3. PCR ile yonlendirilmis mutagenezin gerceklestirilmesi [90].

2.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi BIO-RAD Sub-Cell® GT horizontal jel elektroforez sistemi ile
gerceklestirilmis olup amaca bagli olarak iki farkli sekilde boyanmis olan jel elektroforezi

yapilmistir:

2.2.4.1. Etidyum Bromiir ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Biitiin analitik amagl elektroforez ¢alismalarinda etidyum bromiir (EtBr) ile boyanan
agaroz jel kullanilmistir. Bunun igin;
% 1 agaroz iceren 1xTAE tampon ¢ozeltisi kaynatilir. Oda sicakliinda 55-65 "C’ye

kadar sogutulur. Bu esnada jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir, taraklar yerine
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yerlestirilir. Jeli tepsiye dokmeden once son konsantrasyon 0,5 pug/ml olacak sekilde
etidyum bromdir ilave edilir. Jel tepsiye dokiiliir ve katilagmasi1 beklenir. Katilastiktan sonra
tarak c¢ikarilir. Jel lizerindeki kuyucuklara birakilacak olan DNA orneklerine 2 pl EtBr-
SAB ilave edilir. Elektroforez rutin agaroz jeller i¢in 40-60 mA, diisiikk erime noktal
agaroz jeller i¢cin 30-40 mA’de bromfenol mavisi yaklasik olarak jelin 2/3’line ulagincaya
kadar gerceklestirilir. Jel ortaminda, DNA’lar molekiiler agirliklarina bagli olarak bir
ayirima tabi tutulurlar. Elektroforez sonrast DNA bantlari, 254-312 nm dalga boyunda UV
(ultraviyole) transilluminatdriinde goriintiilenir. Etidyum bromiir, DNA’ya baglanarak UV
151k altinda flouresan etki gostermektedir. Bu sayede ¢ok diisiik miktarlardaki DNA’nin

bile varligini belirlemek miimkiin olmaktadir [154].

2.2.4.2. Kristal Viyole ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Biitiin preparatif amacli elektroforez ¢alismalarinda kristal viyole ile boyanan agaroz jel
kullanilmistir. Bunun i¢in;

% 1 agaroz iceren 1XTAE tampon ¢dzeltisi kaynatilir. Oda sicakliginda 55-65 °C’ye
kadar sogutulur. Bu esnada jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir, taraklar yerine
yerlestirilir. Jeli tepsiye dokmeden 6nce son konsantrasyon 2 pg/ml olacak sekilde kristal
viyole ilave edilir. Jel tepsiye dokiiliir ve katilagsmasi beklenir. Katilastiktan sonra tarak
cikarilir. Jel tizerindeki kuyucuklara birakilacak olan DNA orneklerine CV-SAB
tamponundan 2 pl ilave edilir. Elektroforez 2 pg/ml kristal viyole iceren 1XTAE tampon
cozeltisi ile 40-60 mA’da gerceklestirilir. Elektroforez siiresince DNA bantlarinin ayirimi
izlenir. Bantlar jelin 2/3’{inii ilerleyinceye kadar elektroforez islemine devam edilir. DNA

bantlar1 beyaz 1s1k kutusunda goriintiilenir [155, 156].

2.2.5. DNA’min Jelden Geri Kazanilmasi
Elektroforez sonrasi jelden dilimler halinde kesilen spesifik DNA bantlar1 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tiipii igerisine birakilmustir ve DNA, QIAquick® Gel Extraction Kit
(QIAGEN) kullanilarak saflagtirilmigtir [153].
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2.2.6. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi (Digest)
DNA ornekleri ve ekspresyon vektorii pKK223-3, EcoRI ve Pstl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilerek birlestirmeye hazir yapiskan uclar olusturulmustur.

Reaksiyon sartlar1 asagidaki gibidir:

DNA Ornegi pKK223-3

DNA 30 ul Sug
10xTampon H (enzim ile beraber verilmistir.) 4 ul I ul
EcoRI (12 u/ul) 2 ul 2 ul
Pstl (10 u/pl) 2 ul 2 ul
Steril dH,O 2 ul X ul (10 pl olacak sekilde)

Reaksiyon 37 °C’deki su banyosunda 1,5 saat olarak gerceklestirilmistir. Daha sonra
DNA &rnekleri kristal viyole ile boyali jelde yiiriitiilmiistiir ve QIAquick® Gel Extraction
Kit (QIAGEN) kullanilarak jelden saflastirilmistir [153].

2.2.7. Klonlanacak Olan DNA ve Vektor DNA’sinin Birlestirilmesi (Ligasyon)

DNA ornekleri, EcoRI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildikten sonra
orneklerin konsantrasyonu dikkate alinarak ligasyon yapilmustir.

Ligasyon reaksiyonu ve bilesenleri asagida verilmistir:

10xLigasyon Tamponu 1 ul
Insert 100 ng
Vektor 100 ng
T4 DNA Ligaz (3 u/ul) 1 pul
Steril dH,O Xpul

Ligasyon reaksiyonu toplam 10 pl olacak sekilde steril dH,O ilave edilmistir. Ligasyon,
ornekler 4 °C’de bir gece bekletilerek gergeklestirilmistir.
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2.2.8. Kalsiyum Kloriir Etkilesimi ile Kompetant E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli hiicreleri 2xYT agarda 37 °C’de bir gece inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi tek
bir koloni steril bir kiirdan yardimi ile alinir, 5 ml 2xYT buyyon igerisine atilir ve 37 °C’de
100 rpm’de ¢alkalamali etiivde bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik kiiltiirden 500 pl alinarak
250 ml’lik erlendeki 50 ml 2xYT buyyona inokiile edilir. ODggy’deki hiicre yogunlugu 0,3-
0,4 arasinda bir degere ulasincaya kadar inkiibe edilir. Kiiltiir belirtilen yogunluga ulasinca
iki Qakridge tiiptine boliiniir. 25 ml’lik kiiltiirin her biri 5.000 rpm’de 5 dakika boyunca 4
°C’de santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriiliir. Stipernatant (iistte kalan siv1 faz) dokiiliir. Pelet
(altta kalan ¢okelti) tizerine 25 ml CaCl, soliisyonu ilave edilir. 30 dakika buz igerisinde
bekletilir. 5.000 rpm’de 5 dakika 4 “C’de santrifiij edilir. Bu asamada tiipleri sarsmamaya
dikkat edilir. Siipernatant dokiiliir. Pelete 1 ml CaCl, soliisyonu ilave edilir. 1,5-2 saat buz
icerisinde bekletilen hiicreler ya hemen transformasyonda kullanilir ya da daha sonra
kullanilmak tizere siv1 nitrojen igerisinde gliserol stogu hazirlanarak -80 “C’de saklanir

[154].

2.2.9. Transformasyon

Ligasyonu yapilmis 6rnegin iizerine hazirlanan kompetant hiicreden 200 ul ilave edilir
ve karistirilir. 30 dakika buzda bekletilir. Daha sonra 42 “C’deki su banyosunda 90 saniye
siireyle sicak soku uygulanir. Bu asamada tiipler kesinlikle sarsilmamalidir. Derhal 300 pl
2xYT buyyon ilave edilir. Cok iyi bir sekilde karnistinilir. 30 dakika 37 °C’de
gercgeklestirilen inkiibasyon sonrast 100 pl/ml ampisilin iceren 2xYT agar besiyeri iceren

petrilere ekim yapilir [154].

2.2.10. Koloni PCR

Altklonlama sonras1 besiyeri lizerinde gelisen kolonilere iki ayri steril kiirdan yardimi
ile dokunulur. Kiirdanlardan birisi 100 pl/ml ampisilin igeren 2xYT buyyon igerisine atilir.
Buyyon, 37 °C’de ve 100 rpm’de inkiibasyona birakilir. Diger kiirdan, koloni PCR’1
gerceklestirmek iizere igerisinde 50 ul steril dH,O bulunan bir mikrosantrifiij tiipii i¢erisine

aktarilir. Kiirdan, koloni kalintis1 tamamen ayrilincaya kadar su igerisinde karistirilir. Daha
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sonra ornek 10 dakika kaynatilir, 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir [154]. Santrifiij
sonrasi Ustte kalan stipernatantin 10 pl’si kalip olarak kullanilarak asagida sartlari verilen

reaksiyon gerceklestirilmistir.

10xTaq tamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir.)

MgCl, 3 ul (stok; 25 mM)

dNTP’ler 5 ul (stok; final konsantrasyonu 2 mM olan ANTP karigimi)
Pv7 primeri 2,5 ul (stok; 20 pmol/ul)

Pv13/Pv15 primeri 2,5 ul (stok; 20 pmol/ul)

Kalip DNA 10 pl

Taq DNA Polimeraz 0,5 pl (stok; 5 u/ul)

Steril dH,O 21,5 ul (son hacim 50 ul olacak sekilde birakilir.)

Amplifikasyon 94 °C’de 1,5 dakika, 55 °C’de 2 dakika, 72 "C’de 2 dakika ve 20 dongii

olarak gerceklestirilmistir.

Koloni PCR’dan pozitif sonu¢ alinmasit durumunda inkiibasyona birakilan kiiltiirden
hem stok kiiltir hazirlanmig hem de plazmid DNA hazirlanarak Ornekler DNA

dizilemesine gonderilmistir.

2.2.11. Stok Kiiltiiriin Hazirlanmasi

Bir mikrosantrifiij tlipine 0,2 pm ¢apl filtre ile sterilize edilmis % 50 gliserolden 300
ul brrakilir. Uzerine 700 ul bakteri kiiltiirii brrakilir. Kiiltiir ve gliseroliin homojen bir
sekilde karigmasi i¢in mikrosantrifiij tiipii vortekslenir ve derhal sivi nitrojen igerisine

atilir. Stok kiiltiir donduktan sonra -80 “C’de saklanir [154].

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

SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullamlarak
yapilmistir. Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan ayirma jeli ve yiikleme jeli asagidaki gibi

hazirlanmistir [157]:
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Ayirma jeli (% 12)

dH,O

1,5 M Tris HCI (pH: 8.8)
% 10 SDS

% 30 Akrilamid/Bis

% 10 Amonyum Persiilfat
TEMED

Yiikleme jeli (% 4)

dH,O

0,5 M Tris HCI (pH: 6.8)
% 10 SDS

% 30 Akrilamid/Bis

% 10 Amonyum Persiilfat
TEMED

Ornekler jele yiiklenmeden &nce esit miktarda SDS-PAGE-SAB boyasi ilave edilerek 5
dakika kaynatilir. Elektroforez icin 1xTank tamponu kullanilir ve bromfenol mavisi jelin
sonuna gelinceye kadar 20 mA’da akim uygulanir. Elektroforez sonrasi jel, 37 “C’de 1 saat
siireyle boyanir ve sonrasinda protein bantlar1 gorliniir hale gelinceye kadar boya
uzaklastirici soliisyon ile yikanir. Jeller, fotograflari alindiktan sonra jel kurutma sistemi ile
kurutularak saklanir [157].

SDS-PAGE metodu, ayn1 zamanda hiicre ekstraktlarinin genel analizini yapmak i¢in
kullanilmigtir. Bunun i¢in 500 pl hiicre kiiltiirii 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
pelet 50 ul dH,O0 ile ¢oziiliir. Esit hacimde SDS-PAGE-SAB boyasinin ilavesinden sonra 5

3,35ml
2,5 ml
100 pl
4 ml

75 pul
15 pl

6,1 ml
2,5ml
100 pl
1,3 ml
60 pl
12 ul

dakika kaynatilir ve elektroforez islemi yapilir [154].
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2.2.13. Western Blot ile Mutant PvLDH Proteinlerinin Belirlenmesi

Blotlama 6ncesinde, Boliim 2.2.13.’de anlatildig1 gibi SDS-PAGE ile proteinlerin jelde
ayrilmasi saglanir. Immobilon-P transfer membran1 (Millipore) jel biiytikliigiinde kesilir.
Filtre kagitlar1 ve fiberpedlerle birlikte 1 saat transfer tamponu igerisinde bekletilir.
Elektroforez sonrasinda jel 15 dakika transfer tamponu icerisinde bekletilir. Western blot
teknigine 6zgii kasetin kapagi acilir. Alt tarafa sirasiyla fiberped ve filtre kagidi ve onun
lizerine jel yerlestirilir. Hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek membran ve tekrar bir
filtre kagidi yerlestirilir. En son yeni bir fiberped birakilir. Kasetin kapagi kapatilir ve
elektroforez tankina yerlestirilir. Tanka buz iinitesi yerlestirildikten sonra transfer tamponu
ile doldurulur ve gii¢ kaynagina baglanarak 100 V’da 1 saat akim verilir. Blotlama
manyetik karigtirict lizerinde gerceklestirilerek 1sinin dagilmasi saglanir. Blotlama sonrasi
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
stit tozu ile 1/2.000 oraninda seyreltilmis primer antikor ilave edilir. Oda sicakliginda 1
saat bekletilir. 10 dakika PBS Tween 20’de yikama islemi 3 defa tekrar edilir. % 5°lik siit
tozu ile 1/12.000 oraninda seyreltilmis sekonder antikor ilave edilir. Oda sicakliginda 1
saat bekletilir. Yine ayni 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,O,
icerisinde bantlar belirinceye kadar bekletilir. Daha sonra dH,O igerisine alinarak

reaksiyon durdurulur [149, 154].

2.2.14. Mutant Laktat Dehidrogenaz Enzimlerinin Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

Mutant PvLLDH genini i¢eren E. coli hiicreleri 100 pg/ml ampisilin iceren 2xY T buyyon
igerisinde 37 °C’de ve 100 rpm’de bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik kiiltlirtin 500 pl’si
100 pg/ml ampisilin igeren 50 ml 2xYT buyyon igerisine inokiile edilir ve 37 *C’de 100
rpm’de ODggo: 0,6’ya ulasincaya kadar inkiibe edilir. 1 mM IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside) ilavesinden sonra belirli araliklarla (1 saat, 2 saat, 3 saat, 5 saat, bir
gecelik) kiiltlir 6rnekleri alinir [108].

1 ml kilttir 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. Pelet 500 pl, 50 mM TEA, pH: 7.5

icerisinde ¢oziliir. Hiicreler, sonikator (Bandelin Sonopuls, Almanya) ile giic % 20’de iki
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defa 10 saniye parcalanir. 5 dakika buz igerisinde bekletilir. 13.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilir. Stipernatant LDH aktivitesinin 6l¢iimii i¢in temiz bir tiipe alinir [108].
Mutant PvLDH enzimlerinin aktivitelerinin = 6l¢iilmesi, UNICAM UV-Visible
spektrofotometre  kullanilarak NADH’m NAD"”a cevrilmesi ile 340 nm’deki
(AAs40/dakika) absorbans degisim orani takip edilerek yapilir. Biitlin reaksiyonlar 50 mM
KCl igeren 20 mM Bis-Tris soliisyonu, pH: 6.0 ile 25 °C’de gergeklestirilir. Reaksiyon igin
500 mM piriivat ve 50 mM NADH kullanilir. 1 ml’lik kiivete enzim ve NADH
soliisyonlar1 birakilir ve en son piriivat ilavesi ile reaksiyon baglatilir. Aktivite, 10 mM ve 1
mM pirtivat konsantrasyonlarinda 6lgiiliir [108]. LDH aktivitesinin dl¢iilmesi 3 defa tekrar
edilmistir. Elde edilen sonuglar temel biyoistatistik programlarinin kombinasyonunu igeren

Prism 5.0 yazilim1 (GraphPad) kullanilarak analiz edilmistir [158].

2.2.15. Mutant PVLDH Proteinlerinin Saflastirilmasi

Mutant PvLDH proteinlerinin saflastirilmasi i¢in iki farkli protokol kullanilmistir:

2.2.15.1. Mutant PVLDH Proteinlerinin Saflastirilmas: icin Protokol 1

Bu protokol, bu ¢alisma gibi yine 104T215 nolu TUBITAK projesi kapsaminda
tamamlanan bir yiiksek lisans tez caligmasi ile bu tez arasinda proje geregi ortak olarak
ylriitilmustir.

Saflastirma 6ncesi mutant PvLDH genini iceren E.coli hiicreleri 100 pg/ml ampisilin
iceren 2xYT buyyon igerisinde 37 “C’de ve 100 rpm’de bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik
kilttir, 100 pg/ml ampisilin igeren 50 ml 2xYT buyyon igerisine 1:60 oraninda (833 pl)
inokiile edilir. ODggo’deki hiicre yogunlugu 0,6’ya ulasincaya kadar inkiibe edilir. Kiiltiir
belirtilen hiicre yogunluguna ulasinca final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG
ilave edilir. IPTG ile indiiklenmis kiilttir 37 °C’de ve 100 rpm’de bir gece inkiibe edilir. Bir
gecelik indiiklenmis kiiltiir 6rnekleri 4000 RCF’de 15 dakika santrifiij edilir [159].
Siipernatant dokiiliir. Pelet, 4 ml hiicre lizis tamponunda c¢oziiliir. Hiicreler, sonikator
(Bandelin Sonopuls, Almanya) ile gii¢ % 20°de 10 saniye araliklarla alt1 defa 10’ar saniye
parcalanir. 5 dakika buz igerisinde bekletilir. 14.000 RCF’de 20 dakika 4 *C’de santrifiij
edilir. Siipernatant (CL, cell lysate) alinir ve SDS-PAGE analizi i¢in bir miktar ayrilir.
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Kolon resini Ni-NTA agaroz ve siipernatant 1:4 oraninda karistirilir. Karisim 4 °C’de 1
saat siireyle arasira karistirilarak bekletilir. Bu sirada pistonu ¢ikarilmis 20 ml’lik bir
siringaya bir kat filtre kagidi yerlestirilir ve u¢ kismina bir tubing gecirilir. Bu sekilde
hazirlanan kolon sert bir yiizeye sabitlenir. Ni-NTA agaroz-siipernatant karigimi kolona
aktarilir. Resin tamamen ¢okelinceye kadar (yaklasik 30 dakika) kolonun u¢ kismindaki
tubing kapali bir sekilde tutulur. Daha sonra kolonun ucundaki tubingin agzi acilir.
Kolondan akan siiziintiiden (FT, flow-through) SDS-PAGE analizi i¢in 6rnek alinir. Kolon
sirastyla ikigser resin hacmi kolon yikama tamponu 1, 2 ve 3 ile yikanir. Yikama
fraksiyonlar1 (W1, wash 1; W2, wash 2; W3, wash 3) SDS-PAGE analizi i¢in saklanir.
Yikama sonrasi 9 kez 2 resin hacmi protein eliisyon tamponu 1 ile saf protein 6rnegi

kolondan toplanir [160].

2.2.15.2. Mutant PVLDH Proteinlerinin Saflastirillmasi I¢in Protokol 2

Mutant PvLDH genini igeren E.coli hiicreleri 100 pg/ml ampisilin igeren 2xY T buyyon
igerisinde 37 °C’de ve 180 rpm’de bir gece inkiibe edilir. 100 pg/ml ampisilin igceren 500
ml 2xYT buyyon igerisine bir gecelik kiiltiirden 2 ml inokiile edilir. ODggo’deki hiicre
yogunlugu 0,6’ya ulasincaya kadar inkiibe edilir. Kiiltiir belirtilen hiicre yogunluguna
ulaginca final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilir. IPTG ile
indiiklenmis kiiltlir 37 °C’de ve 180 rpm’de bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik indiiklenmis
kiiltiir 6rnekleri 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Siipernatant dokiiliir. Pelet, 6 ml
hiicre lizisi ve kolon yikama tamponunda ¢oziiliir. Hiicreler, sonikator (Bandelin Sonopuls,
Almanya) ile gii¢ % 60’da 30 saniye araliklarla dokuz defa 10’ar saniye pargalanir. 14.000
rpm’de 1 saat 4 "C’de santrifiij edilir. Siipernatant (CL; cell lysate) alinir ve SDS-PAGE
analizi i¢in bir miktar ayrilir. Pistonu c¢ikarilmis 5 ml’lik bir siringaya cam yliini
yerlestirilir ve u¢ kismina bir tubing gegirilir. Bu sekilde hazirlanan kolon sert bir ylizeye
sabitlenir. Kolona 4 ml Ni-NTA agaroz resin birakilir. Kolon, 10 kat resin hacmi (40 ml)
kadar hiicre lizisi ve kolon yikama tamponu ile dengelenir. Siipernatant kolona yiiklenir.
Kolondan akan siiziintii fraksiyonlarindan (FT1, flow-through 1; FT2, flow-through 2;
FT3, flow-through 3) SDS-PAGE analizi i¢in 6rnek alinir. Kolon, 10 kat resin hacmi (40
ml) kadar hiicre lizisi ve kolon yikama tamponu ile yikanir. Yikama fraksiyonlar1 (W1,
wash 1; W2, wash 2; W3, wash 3) SDS-PAGE analizi i¢in saklanir. Yikama sonras1 11

defa 1’er ml protein eliisyon tamponu 2 ile saf protein 6rnegi kolondan toplanir [74].
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2.2.16. Mutant PVLDH Proteinlerinin Amonyum Siilfat ile Coktiiriilmesi ve Diyalizi

Ni-NTA agaroz ile saflastirilan proteinleri konsantre etmek i¢in amonyum siilfat
coktlirmesi yapilmistir. Bunun i¢in saflagtirma sonrasi elde edilen saf protein 6rnegine 0,5
g/ml konsantrasyonda amonyum siilfat ilave edilir. Protein O6rnegi amonyum siilfat
¢Oziinlinceye kadar yavasca karistirilir. Daha sonra 4 °C’de bir gece bekletilir. Ertesi giin
14.000 rpm’de 25 dakika 4 “C’de santrifiij edilir. Siipernatant dokiiliir. Pelet, 1 ml bis-tris
soliisyonunda, pH: 6.0 c¢ozilir. Protein Ornegi, tuz ve diger kiiciik molekiilleri
uzaklastirmak i¢in diyaliz membranina birakilir. Diyaliz membrani, igerisine bir spatiil
aktif komiir tozu ilave edilmis bis-tris solliisyonuna, pH: 6.0 atilir. Protein 6rnegi 4 °C’de
bir gece bis-tris sollisyonuna, pH: 6.0 kars1 diyaliz edilir. Ertesi giin diyaliz membran1 yeni
bir bis-tris soliisyonu, pH: 6.0 icerisinde 2 saat 4 °C’de bekletilir. Konsantre edilen protein

ornegi bir siringa yardimiyla diyaliz membranindan alinir [90, 154].

2.2.17. Mutant PVLDH Proteinlerinin Molekiill Agirhklarinin ve Ekstinksiyon

Katsayillarinin Hesaplanmasi

Saflastirllan mutant proteinlerin konsantrasyonlarinin hesaplanmasi i¢in molekiil
agirliklarinin  ve ekstinksiyon katsayilarimin ([1, Extinction Coefficient) bilinmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in bu iki degerin hesaplamasi yapilmistir. Yabanil PvLDH ve
mutant PvLDH proteinlerinin molekiil agirliklarinin ve ekstinksiyon katsayilarinin (Molar
Absorpsiyon Katsayisi, Molar Absorption Coefficient) hesaplanmasi i¢in web tabanl
“Peptide Property Calculator” isimli program kullanilmistir [161]. Hesaplama, programa

veri olarak girilen aminoasit dizisine dayanilarak yapilmistir.

2.2.18. Saflastirilmis Mutant PVLDH Proteinlerinin Konsantrasyonlarinin

Hesaplanmasi

Saflastirilmis mutant PvLDH proteinlerinin molar ekstinksiyon katsayilar1 ve molekiil
agirliklart kullanilarak absorbans spektroskopisi ile konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda
Beer-Lambert Kanunu esas alinmistir. Bunun i¢in saf protein soliisyonlarinin 280 nm’deki

absorbans degerleri (Azs0) okunmustur. Elde edilen bu degerlerle birlikte saflagtirilmis
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molar ekstinksiyon katsayilar1 (1) ve molekiil agirliklar1 (MW) kullanilarak asagidaki

formiillerle protein konsantrasyonu (c¢) hesaplanmistir [162]:

C (1’1’101/1)= Azg()/(D X L)
¢ (mg/ml)= (Az30 x MW)/([1 x L)

Yukaridaki formiillerde verilen L degeri 151k yolu uzunlugu (light path length) olup
birimi cm’dir. Bununla birlikte standart spektrofotometreler 1 cm genigliginde 6rnek
kiivetlerinin kullanimi i¢in uygun odugundan L degeri genellikle 1 cm’dir.

Yapilan ¢aligsmalarda Ajsy degerinin spektrofotometre ile 6l¢iimiinde 1 cm genisliginde
kuvartz kiivet kullanildig1 i¢in protein konsantrasyonu asagidaki formiillerle

hesaplanmuistir:

C (m01/1)= Azg()/D
¢ (mg/ml)= (Az30 x MW)/[]

2.2.19. Mutant PVLDH Enzimlerinin Steady-State Kinetik Ol¢iimlerinin Yapilmasi

Aktivitesi tespit edilen mutant PvLDH enzimlerin Steady-State kinetik olgiimleri 340
nm’de UNICAM UV-Visible spektrofotometre kullanilarak NADH’1n NADa ¢evrilmesi
ile 340 nm’deki (AAszs0/dakika) absorbans degisim orani takip edilerek yapilmistir. Biitiin
reaksiyonlar 50 mM Trizma Base ve 50 mM KClI igeren kinetik 6l¢iim tamponu, pH: 7.5
ile 25 "C’de gergeklestirilmistir. Reaksiyon i¢in farkli piriivat konsantrasyonlar1 (20 uM,
60 uM, 180 uM, 540 uM, 1.6 mM, 4.86 mM, 14.58 mM, 20.4 mM, 29 mM) ve 200 uM
NADH kullanilmigtir. 1 mI’lik kiivete enzim ve NADH soliisyonlar1 birakilmig ve en son
piriivat ilavesi ile reaksiyon baglatilmistir. Biitiin kinetik dl¢timler 3 defa tekrar edilmistir.
Elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli program ile kear, Kin, Keat/Kim Ve Vinax

degerleri elde edilmistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez calismasinda, Plasmodium vivax’in laktat dehidrogenaz enzimindeki aktif bolge
halkasinin ve kofaktdr baglanma bolgesinin diger Apikompleksanlardan model olarak
secilen Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve Theileria parva’nin laktat dehidrogenaz
enzimlerindeki ayni1 bolgeler ile karsilastirmali analizinin yapilmasi amag¢lanmigstir. Bunun
icin PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun ve kofaktor
baglanma bolgesindeki L¢3 aminoasidinin bu ii¢ Apikompleksanin aminoasitleri ile
degistirilmesi sonucu enzimin bu degisiklikleri tolere edip etmedigi ve yapilan
degisikliklerin enzim kinetigini nasil etkiledigi arastirilmistir.

Yapilan calismalarda, Plasmodium vivax’m laktat dehidrogenaz enziminin aktif
bolgesindeki ve kofaktér baglanma bolgesindeki Onemli bazi aminoasitleri, diger
Apikompleksanlardan model olarak segilen Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve
Theileria parva’nin laktat dehidrogenaz enzimlerindeki aminoasitleri ile yonlendirilmis
mutagenez metodu kullanilarak degistirilmis; mutant PvLDH genlerinin ekspresyon
vektoriine altklonlamasi yapilarak E. coli IM105 hiicrelerine transformasyonundan sonra
protein lretimi gergeklestirilmistir. Elde edilen mutant PvLDH proteinleri saflastirilmis ve
kinetik analizleri yapilarak PvLDH’in aktif bolge halkasinda ve kofaktdr baglanma

bolgesinde yapilan degisikliklere karsi toleransi arastirilmistir.

3.1. Insan, Plasmodium vivax ve Model Apikompleksan Laktat Dehidrogenaz

Enzimlerinin Aminoasit Diizeyinde Karsilastirmah Analizi

Karsilagtirmali analiz, ortak hedef belirleme acgisindan 6énemli olup [51, 52] P. vivax’in
LDH enzimi, Apikompleksan subesinin diger iiyesi Theileria parva ve ayni subenin
Coccidia altsmifi iiyeleri Eimeria tenella ve Toxoplasma gondii’nin LDH enzimleri ile
aminoasit diizeyinde karsilastirilmistir.

Insan, Plasmodium vivax ve tez calismasinin model Apikompleksanlar1 Toxoplasma
gondii, Eimeria tenella ve Theileria parva’nin laktat dehidrogenaz enzimlerinin aminoasit
diizeyinde ylizde benzerlikleri ilag¢ tasarim ¢alismalarinda ortak hedef belirleme acisindan

onemli olup Tablo 3.1.’de verilmistir.



Tablo 3.1. Insan LDH’inin kas (Iinsan-m) ve kalp (Insan-h) izomerleri, P. vivax (PvLDH) ve model
Apikompleksanlar Toxoplasma gondii (Tg1LDH), Eimeria tenella (Et{LDH) ve Theileria parva (TpLDH) nin
laktat dehidrogenaz enzimlerinin aminoasit diizeyinde yiizde benzerlikleri

Insan-m X

Insan-h 75 X

PvLDH 27 29 X

Tg1LDH 29 28 50 X

Et1.DH 29 28 50 55 X

TpLDH 30 28 47 46 46 X

Aminoasit (%) Insan-m Insan-h PvLDH TglLDH E/ADH TpLDH

Insan LDH izomerleri, Plasmodium vivax’in LDH enzimi ve tez calismasinin model
Apikompleksanlarinin LDH enzimlerinin aminoasit diizeyindeki benzerliklerinin ytlizdesi
disiiktiir.  Plasmodium vivax’m insan LDH izomerleri ile benzerlikleri % 29’u
gecmemektedir. Bununla beraber ii¢ model Apikompleksanin LDH enzimlerinin kendi
iclerinde benzerlikleri % 46-55 arasindadir. Plasmodium vivax’m LDH enzimi,
Toxoplasma gondii ve Eimeria tenella’nin LDH enzimleri ile % 50 oraninda benzerlik
gosterirken, Theileria parva’nin LDH enzimi ile % 47 oraninda daha diisiikk benzerlik
gostermektedir.

Aymn tiirlerin LDH enzimlerinin 98. ve 110. aminoasitler arasinda yer alan aktif bolge
halkasindaki aminoasitleri karsilagtinnlmistir (Sekil 3.1.). Karsilastirma neticesinde
gozlenen en O6nemli farklilik, insan LDH’indan farkli olarak Plasmodium vivax’in LDH
enziminin ve model Apikompleksanlarin LDH enzimlerinin aktif bolge halkasindaki Serg
ve Argyp arasinda bir pentapeptid insersiyonu icermesidir [47, 110, 120, 122].
Plasmodium vivax ve diger model Apikompleksanlarin LDH enzimlerinin aktif bolge
halkasinda Alagg, Glygg, Lysio2, Lysio7, Glujosc, Trpiosp ve Argioe aminoasitleri tamamen
korunmustur. Ozellikle bu tez calismasinda calisilan aktif bolge halkasindaki pentapeptid
insersiyonu arasinda yer alan Glujosc, Trpiosp aminoasitleri dikkat ¢ekmektedir. Bu ilave 5
aminoasit arasinda diger li¢ aminoasit tiirler arasinda degisiklik gostermesine ragmen,
Glujosc, Trpiosp aminoasitleri Plasmodium tiirleri ve model alinan Apikompleksanlarla
birlikte aym1 zamanda LDH dizisi bilinen diger Apikompleksanlarda da tamamen
korunmustur. P. vivax’in ve tez caligmasinin model Apikompleksanlariin LDH
enzimlerinin aktif bolge halkasindaki aminoasitlerin benzerliklerinin yiizdesi Tablo 3.2.’de
gosterilmistir. Genel aminoasit benzerligi ile kiyaslandig1 zaman aktif bolge halkasindaki

aminoasit benzerliginin bu tiirler arasinda oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.
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v9

koépekb-m
insan-m
insan-h
PvLDH
Tg1LDH
EtLDH
TpLDH

koépekb-m
insan-m
insan-h
PvLDH
Tg1LDH
EtLDH
TpLDH

kopekb-m
insan-m
insan-h
Pv1.DH
Tg1LDH
EtLDH
TpLDH

kopekb-m
insan-m
insan-h
Pv1LDH
Tg1LDH
EtLDH
TpLDH

Sekil 3.1. Kopekbaligy, insan, P. vivax ve diger Apikompleksanlarin LDH enzimlerinin aminoasit dizisi. képekb-m: Képekbaligi LDH’1 kas formu, insan-m: Insan LDH"1
kas formu, insan-h: Insan LDH’1 kalp formu, PvLDH: P. vivax LDH, TglLDH: Toxoplasma gondii LDH1, EfLDH: Eimeria tenella LDH, TpLDH: Theileria parva LDH

1 2729 32 48 53 61 65 72 76

ATLKDKLIGHLATSQEPRSYNKITVVGVGAVGMACAISILMKDLADEVALVDVMEDKLKGEMMDLOHGSLEFL . H-TAKIVSGKDYSVSAGSKLVV
ATLKDQLIYNL.LKEEQTPONKITVVGVGAVGMACAISILMKDLADELALVDVIEDKLKGEMMDLOHGSLFEFL .RTPKIVSGKDYNVTANSKLVI
ATLKEKLIAPVAEEEATVPNNKITVVGVGQVGMACAISILGKSLADELALVDVLEDKLKGEMMDLOHGSLEFL . QTPKIVADKDYSVTANSKIVV
................ MTPKPKIVLVGSGMIGGVMATLIVQKNLGD.VVMFDVVKNMPQGKALDTSHSNVMAYSNCKVTGSNSYDDLKGADVVI
........... MAPALVOQRRKKVAMIGSGMIGGTMGYLCALRELAD.VVLYDVVKGMPEGKALDDSQATSIADTNVSVTSANQYEKIAGSDVVI
........... MAVFEKVRRPKIALVGSGMIGGTMGFLCSLRELGD.VVLFDVVPNMPAGKALDLCHTAAVADNGVRVQGANSYASLEGADVVI
.............. MSGIRRKLISLIGSGNIGGIMGYLSQLTELAD.TVEFFDIVPNIGAGKSLDIMHANSIQGKAYKCKGTNNYKDIAGSDVCI

116 140143 156
NLVORNVNIFKEFIIPNIVKHSPDCIILVVSNPVDVLTYVAWKLSGLPMHRIIG
NLVORNVNIFKEFIIPNVVKYSPNCKLLIVSNPVDILTYVAWKISGEPKNRVIG
NLVORNVNVEFKEFIIPQIVKYSPDCITIIVVSNPVDILTYVTWKLSGLPKHRVIG
DLLPLNNKIMIEIGGHIKNLCPNAFIIVVINPVDVMVQLLFEHSGVPKNKIIG
DLLPEFNSKITIREIGONIKKYCPKTFIIVVTNPLDCMVKVMCEASGVPTNMICG
DLLPVNVKILREVGAATIKQFCPHAFVINITNPLDVMVAALREAAGLPAARVCG
DLVAFNAKIITEVAENIKKYAPKAFVIVITNPMDVMVHLMLKVTGESKNMVVG

168171

GCNLDSARFRYLMGERLGVHS
GCNLDSARFRYLMGERLGVHP
GCNLDSARFRYLMAEKLGIHP
GGVLDTSRLKYYISQKLNVCP
ACMLDSGRFRRYVADALSVSP
AGVLDSARFRRLLADRLGVSP
GGLLDSSRMNCYIAEKLGVNP

188 195 204 217 224 237 246 250 270
CSCHGWVIGEHGDSVPSVWSGMWNA. . . LKELHPELGTNKDKQDWKKLHKDVVDSAYEVIKLKGYTSWAIGLSVADLAETIMKNLCRVHPVSTM
LSCHGWVLGEHGDSSVPVWSGMNVAGVSLKTLHPDLGTDKDKEQWKEVHKQVVESAYEVIKLKGYTSWATGLSVADLAESIMKNLRRVHPVSTM
SSCHGWILGEHGDSSVAVWSGVNVAGVSLOELNPEMGTDNDSENWKEVHKMVVESAYEVIKLKGYTNWAIGLSVADLIESMLKNLSRIHPVSTM
RDVNALIVGAHGNKMVLLKRYITVGGIPLOQEFINNK.KITDEE.VEGIFDRTVNTALEIVNLLASPYVAPAAAITEMAESYLKDIKKVLVCSTL
RDVQATVIGTHGDCMVPLVRYITVNGYPIQKFIKDGVVTEKQLEETIAEHTKVSGGEIVRFLGQGSAYYAPAASAVAMATSELNDEKRVIPCSVY
RDVQAMVLGVHGDNMVPLSRFATVNGVPLGELARQGWISEAEIREVERQTRAAGGDIVRLLGQGSAYFAPGAAAVAMAEAYLKDQKRVEVCSCY
KYVHGSVIGAHGDSMIPLVSRSTVYGIPILDEFVEKGYLTHEDIKEIEERTITSATIEILKLYGSGSSYFAPATAATIEMASAYLNDKKSVEPCSCY

283 290 311 318 322
VKDFYGIKDNVEFLSLPCVLNDHGISNIVKMKLKPDEEQQLOKSATTLWDIQKDLKE .
IKGLYGIKDDVFLSVPCILGONGISDLVKVTLTSEEEARLKKSADTLWGIQKELQEF .
VKGMYGIENEVFLSLPCILNARGLTSVINQKLKDDEVAQLKKSADTLWDIQKDLKDL
LEGQYGHS .NIFGGTPLVIGGTGVEQVIELQLNAEEKTKFDEAVAETKRMKALT
CNGEYGLK.DMFIGLPAVIGGAGIERVIELELNEEEKKQFOKSVDDVMALNKAVAALQA.
LEGPYGVR.GHCLGVPCVVGAGGVERVIELPLDAREAQLLQASIDEVREMHRQLAAADAAAE
LEGQYGHK.EVYCGTPAVIGANGVEKVLELKLTPQEQQKEFNDSIKEIRRLESLIK.



Tablo 3.2. P. vivax ve diger Apikompleksanlarin LDH enzimlerinin aktif bolge halkasindaki aminoasitlerin
yiizde benzerlikleri. PvLDH: P. vivax LDH, TglLDH: Toxoplasma gondii LDH1, EfLDH: Eimeria tenella
LDH, TpLDH: Theileria parva LDH

PvLDH X

TglLDH 65 X

EfLDH 71 65 X

TpLDH 71 53 65 X

Aminoasit (%) PvLDH TglLDH EADH TpLDH

Plasmodium vivax’in LDH enzimi ve tez calismasinin model Apikompleksanlar
Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve Theileria parva’nin laktat dehidrogenaz
enzimlerindeki aktif bdlge halkasinin yanisira kofaktér baglanma bdlgesindeki
aminoasitler karsilastirildigt zaman bu aminoasitlerin korunum gosterdigi ya da yiiksek
benzerlik oranina sahip oldugu goriilmektedir. Ozellikle kofaktdr baglanma bdlgesinin o
sarmallar1 ve B paralel zincirlerini olusturan aminoasitlerinin ¢ogu bu Apikompleksan
tiirlerinde yliksek oranda benzerlik gostermektedir. Ancak Plasmodium vivax’in LDH
enziminin  kofaktdér baglanma bdlgesindeki Leujss aminoasidi  diger model
Apikompleksanlarda Met;s3 aminoasidi ile yer degistirmistir. Dolayisiyla yapilan
karsilastirmali analiz sonrasinda PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid
insersiyonunun ve kofaktdor baglanma bolgesindeki Lie3 aminoasidinin  model
Apikompleksanlarin laktat dehidrogenaz enzimlerindeki aminoasitleri ile degistirilerek

enzimin kinetik aktivitesini nasil etkilediginin arastirilmasina karar verilmistir.

3.2. Plasmodium vivax’in Laktat Dehidrogenaz Enzimindeki Aktif Bolge Halkasinin

Yonlendirilmis Mutagenez Calismalari ile Analizi

Tez c¢alismasinin bu asamasinda, sitmaya karsi etkin olacak yeni ilag tasarim
caligmalarina saglayacagi katkinin test edilmesi i¢in Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz
enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun (Aspiosa, Lysioss, Glujosc,
Trpiosp, Asnjosg) proteine kazandirdigr yapisal ve kinetik 6zelliklerin arastiriimasi
amaglanmistir. Bunun i¢in PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonu, tez
calismasi i¢in model alinan Apikompleksanlar olan Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve
Theileria parva LDH enzimlerindeki esdeger bolgelere ayri ayr1 benzetilmis ve bu

degisikliklerin enzim tizerindeki etkileri test edilmistir.
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3.2.1. PVLDH Enziminin Aktif Bolge Halkasindaki Pentapeptid Insersiyonunun

TglLDH’daki insersiyona Benzetilmesi ve Analiz Edilmesi

PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonu ilk olarak model
Apikompleksan Toxoplasma gondii’'nin LDHI1 izoenzimindeki (7g1LDH) pentapeptid
insersiyonuna benzetilmistir (Sekil 3.2.). Bunun ic¢in her asamada sadece bir aminoasit
degistirilmistir. PvLDH geninin/enziminin pentapeptid insersiyonu iki asamada tamamen
modeline benzetilmis ve her asamadan sonra yapilan degisiklik analiz edilmistir. Elde

edilen mutant PvLDH genleri/enzimleri sirasiyla PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl olarak

adlandirilmustir.
98 108 109
Iinsan-m AGARQQ-EGES .. .. .RL
Insan-h AGVRQQ-EGES .. .. .RL

PVLDH AGFTKA-PGKSDEKEWNTRD
Tg1LDH AGLTEKV-PGKPDSEWSTR RN

PvLM1Tgl AGFTEKA-PGKSD

[%)]
=
=

N R D
PvLM2Tgl AGFTKA-PGZKSD § E W § R D

Sekil 3.2. PvLDH i aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun 7glLDH’dakine benzetilmesi.
Degistirilen aminoasitler koyu renkli ve alti ¢izili olarak gosterilmistir. (104. aminoasit tanimlanmamuistir).

3.2.1.1. PvLM1Tg1 ve PvLM2Tg1 Genlerinin A ve B Fragmentlerinin Elde Edilmesi

Yonlendirilmis mutagenezin ilk asamasi olan A ve B fragmentlerini elde etmek i¢in
mutagenez primerleri ile birlikte Pv7 ve Pv13 (veya Pv15) u¢ primerleri kullanilarak PCR
yapilmistir. PvLM1Tgl geninin A ve B fragmentleri i¢in PvLMI1TglF/PvLMI1TglR
mutagenez primer ¢ifti, PvLM2Tgl geninin A ve B fragmentleri igin
PvLM2TglF/PvLM2TglR mutagenez primer ¢ifti kullanilmistir. Yine 3' ug primeri olarak
Pv13 veya Pv15 kullanilmigtir. Her iki primer, genin ayni bolgesi i¢in tasarlanmis olup
Pv1l5 primeri Pvl3’den farkli olarak stop kodonundan once 6 adet histidin kodonu
tagimaktadir. Boylece Pv15 primeri ile amplifikasyonu yapilan mutant genin ekpresyonu
sonrasi elde edilen protein 6xHis Tag etiketi tagidig1 i¢in nikel kolonlarinda saflastirilmasi
miimkiin olmustur.
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PCR i¢in 7ag DNA Polimeraz enzimi yerine Pfu DNA Polimeraz enziminin
kullanilmas1 tercih edilmistir. Pfu DNA Polimeraz enzimi, 5'—3' polimeraz ve 5'—3'
eksontikleaz aktivitelerinin yaninda 3'—5' eksoniikleaz aktivitesine de (proofreading
aktivitesi) sahiptir. Bu nedenle Pfu DNA Polimeraz enzimi kullanilarak amlifikasyon
sirasinda yanlis baz eslesmesinden kaynaklanabilecek hatalarin eksoniikleaz aktivitesi ile
diizeltilmesi ve bdylece mutagenez bolgesi disinda genin hi¢cbir yerinde baz degisikligi
olmamasi istenmistir.

A ve B fragmentlerini elde etmek i¢in gergeklestirilen PCR i¢in 5 pl 10xPfu Tamponu,
0,2 mM dNTP karisimi, 50 pmol herbir primer ¢ifti, 1,5 ul PvLDH ve 1,25 u Pfu DNA
Polimeraz enzimi birakilarak steril dH,O ile reaksiyon 50 pl’ye tamamlanmustir.
Amplifikasyon 94 °C’de 1,5 dakika, 58 “C’de 2 dakika, 72 °C’de 2 dakika ve 20 dongii
olarak gerceklestirilmistir.

PCR i¢in DNA kaynagi olarak yabanil tip PvLDH’1 igeren rekombinant plazmid DNA
kullanilarak ve yabanil tip PvLDH’a 6zgii spesifik primerlerin baglanmasi i¢in (annealing)
orta sicaklik oldukca yiiksek (58 °C) tutularak birden fazla bant elde edilmesi 6nlenmis ve
sadece dogru A ve B bantlarinin elde edilmesi saglanmistir.

PfLDH ve mutagenezleri ile yapilan altklonlama caligmalar: sirasinda etidyum bromiir
ile boyali jellerde yiiriitilen DNA ornekleri i¢in ortaya c¢ikan klonlama problemlerinin
[156, 164] bu altklonlama caligsmalari sirasinda da devam edebilecegi diisiiniilerek PCR ile
elde edilen PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl A ve B fragmentlerinin elektroforezi igin kristal
viyole ile boyal1 % 1’lik agaroz jel tercih edilmistir. Agaroz jel elektroforezi analitik bir
metot olarak kullanilmakla beraber ayni zamanda PCR, restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kesim, ligasyon ve diger klonlama ¢aligmalarinda kullanilmak iizere spesifik
DNA fragmentlerinin saflagtirilmasi i¢in preparatif olarak da kullanilmaktadir [154]. Bu
yontem ¢ok duyarli ve etkili olmakla beraber bir mutajen olan etidyum bromiir ile
muameleyi ve zararli UV 151811 kullanmay1 gerektirir. Etidyum bromiir, DNA’nin baz
ciftleri arasina yerleserek ¢ift sarmali gerer. Bu durum replikasyon sirasinda ilave baz
olusumuna neden olabilir. Ayrica DNA’y1 goriiniir hale getirmek i¢in kullanilan UV 151k
da DNA iizerinde bilinmeyen mutasyonlara yol acabilir [154]. Bu amagla etidyum bromiire
alternatif olarak kristal viyole ile boyanan agaroz jeller kullanilmistir [155, 156, 164].
Etidyum bromiire benzer bir yolla DNA’ya baglanan kristal viyole de mutajen olmakla
beraber etidyum bromiir kadar zararli olmadigi diisiiniilmektedir. Kristal viyole ile

boyanmis olan jelde yiiriitilen DNA fragmentleri UV 151k gibi zararli olmayan basit bir
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151k kutusu kullanilarak goriintiilenebilmektedir. Kristal viyole, etidyum bromiirden daha az
duyarli olmakla beraber nispeten daha az toksik olmasi, DNA i¢in tehlikeli olan UV 15181m1
gerektirmemesi dolayisiyla biitlin preparatif amacl elektroforez caligmalarinda daha
kullanigh olacagina karar verilmis ve biitiin preparatif amagli jel elektroforezinde kristal
viyole ile boyanan agaroz jeller kullanilmistir. Bununla beraber analitik amacl
elektroforez calismalarinda ise etidyum bromiir ile boyanan agaroz jellerin kullanimina
devam edilmistir.

Hem PvLMI1Tgl hem de PvLM2Tg!’in elde edilen A ve B fragmentleri kristal viyole
ile boyal1 % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Her iki mutant gen i¢in sirastyla 299 baz cifti
(bp) ve 310 bp biiylikliiglinde A fragmenti ve 721 bp biiyiikliiglinde B fragmenti elde
edilmis olup PvLMI1Tgl i¢in dogru biyiiklikteki bantlar (PvLM2Tgl igin

gosterilmemistir) Sekil 3.3.’de gosterilmistir.

1 2 3 4

Sekil 3.3. PvLM1Tg!1’in A ve B fragmentlerinin elde edilmesi. Hatlar: 1 ve 2: PvLM1Tg1’in A fragmentleri;
3 ve 4: PvLM1Tg!’in B fragmentleri

Kristal viyole ile boyali jelde DNA bantlari, etidyum bromiir ile boyali jeldeki kadar net
olmamakla birlikte elektroforez ilerledik¢e kaybolabildiginden jel {izerinde uzun siireli
yluriitme yapilmasindan kaginilmistir. Bu nedenle PvLM1Tgl geninin A ve B fragmentleri
farkli biiyiikliiklerde olmasina ragmen DNA bantlar1 fazla agilamadigi igin jel {lizerinde
ayni hizada goriilmektedir. A ve B fragmentleri jelden kesilerek saflastirildiktan sonra
konsantrasyon Ol¢limii i¢in etidyum bromiir ile boyali jelde yiiriitiillirken ayn1 zamanda

bliytikliikleri de dogrulanmustir.
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3.2.1.2. PvLM1Tg1 ve PvLM2Tg1 Genlerinin Tam Uzunluklarinin Elde Edilmesi

Kristal viyole ile boyali agaroz jelden saflastirilan PvLM1Tgl ve PvLM2Tg1 genlerinin
A ve B fragmentleri PYLDH geninin iki pargast olup bu iki fragment birlestirilerek
PvLMITgl ve PvLM2Tgl genlerinin tam uzunlugunun elde edilmesi amaglanmistir. A ve
B fragmentlerini birlestirmek i¢in iki basamakli PCR yapilmigtir. Basamak I ig¢in 5 ul
10xPfu Tamponu, 0,1 mM dNTP karigimi, 5-50 ng herbir A ve B fragmenti ve 1,25 u Pfu
DNA Polimeraz enzimi birakilarak steril dH,O ile reaksiyon 25 upl’ye tamamlanmustir.
Amplifikasyon 94 °C’de 2 dakika, 50 °C’de 1 dakika, 72 *C’de 2 dakika ve 7 dongii olarak
gergeklestirilmistir.

A ve B fragmentlerinin elde edilmesi sirasinda kullanilan forward (F) ve reverse (R)
mutagenez primerleri (PvLMI1TglF ve PvLM2TglF primerleri forward primerler;
PvLMITgIR ve PvLM2TgIR primerleri reverse primerler olup, diger mutagenezlerin
forward ve reverse primerleri de ayni sekilde sirastyla F ve R ile kodlanmaistir.) ayni1 bolge
icin tasarlanan birbirinin komplementeri primerler oldugu i¢in ayni zamanda A
fragmentinin 3' ucunda ve B fragmentinin 5' ucunda bulunan birka¢ niikleotidlik kisimda
birbirine komplementerdir. Bu nedenle Basamak I’de denatiirasyonun ardindan sicakligin
diismesiyle birlikte A ve B fragmentlerinin herbir zinciri bu kisimlardan birbirine
baglanmakta ve sonraki asamada ortamdaki dNTP’ler kullanilip zincir komplementeri
enzimatik olarak tamamlanmaktadir.

Basamak I’in bitmesinin ardindan tam uzunlukta elde edilen genin amplifikasyonu icin
Basamak II ger¢eklestirilmistir. Bunun i¢in Basamak I’deki PCR tiiplerine 2,5 ul 10xPfu
Tamponu, 0,1 mM dNTP karisimi, 50 pmol herbir primer ¢ifti, ve 1,25 u Pfu DNA
Polimeraz enzimi birakilarak steril dH,O ile reaksiyon 25 pl’ye tamamlanmistir.
Amplifikasyon 94 °C’de 1,5 dakika, 55 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2,5 dakika ve 20 dongii
olarak gerceklestirilmistir.

PCR ile elde edilen tam uzunluktaki PvLM1Tgl ve PvLM2Tg1 genleri kristal viyole ile
boyali % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Sekil 3.4.’de hat 1 ve 2°de PvLMITgl ve
PvLM2Tgl genlerine ait bantlar goriilmektedir. Kristal viyole ile boyali jelde, DNA
bantlarmin biiyiikliigiinii tespit etmek i¢in referans olarak kullanilan markir CV jellerin
duyarlilik sorunundan dolay1 goriilemediginden kullanilamamaktadir. Bunun i¢in hat 3’de

bu iki mutant gen ile ayni biiyiikliikte olan PvLDH geni (951 bp) markir yerine referans
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olarak yiirtitiilmiistiir. Gortildiigli gibi her iki mutant gen PvLDH ile ayn1 hizada olup tam
uzunlukta ve dogru biiyiikliikte elde edilmistir.

—_951bp

1 2 3

Sekil 3.4. PvLM1Tgl ve PvLM2Tg1 genlerinin tam uzunlugunun elde edilmesi. Hatlar: 1: PvLM1Tg1 geni;
2: PVLM2Tgl geni; 3: PvLDH geni

3.2.1.3. PvLM1Tgl1 ve PvLM2Tg1 Genlerinin ve pKK223-3 Vektoriiniin Restriksiyon

Endoniikleaz Enzimleri ile Kesilmesi

PCR sonrasi elde edilen PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl genleri, pKK223-3 ekspresyon
vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesinde tasidigi restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin
kesim bolgelerinden ikisi olan EcoRI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesim
bolgelerini igceren Pv7 ve Pv15 primerleri ile amplifiye edildigi i¢in genin bas ve son kismi
bu enzimlerin kesim boélgelerini tasimaktadir. Bu nedenle PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl
genleri ve ayni zamanda genlerin aktarilacagi pKK223-3 ekspresyon vektorii EcoRI ve
Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis ve yapiskan uglar olusturularak
ligasyona hazir duruma getirilmistir.

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim sonrast PvLMITgl ve PvLM2Tgl
genleri ve pKK223-3 ekspresyon vektorii kristal viyole ile boyali % 1’lik agaroz jel
lizerinde yiiriitiilmiis ve DNA bantlar jelden kesilerek saflagtirilmistir. Saflastirma sonrasi
DNA o6rnekleri konsantrasyon 6l¢limii i¢in etidyum bromiir ile boyali % 1°lik agaroz jelde
yiiritiilirken ayn1 zamanda Sekil 3.5.’de goriildigii gibi dogru biiyiikliikte olduklar1 da
onaylanmistir.

Restriksiyon endoniikleazlarla kesim sonrast PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl genlerinin
disinda kalan niikleotidler uzaklastirilmakta ve sadece yaklasik olarak 15 niikleotidlik bir

kisalma meydana gelmektedir. % 1’lik agaroz jelde bu farki goézlemek miimkiin
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olmamaktadir. Bununla birlikte 4584 bp biiyiikliigiindeki pKK?223-3 ekspresyon vektori
kesim sonras1t hem yaklasik olarak 18 niikleotidlik bir fragmentini kaybetmekte hem de
kesim Oncesi jelde farkli hizlarda go¢ eden siiper sarmal, gevsek sarmal ve lineer formlar
kesim sonrasinda sadece lineer formda oldugundan jel iizerinde tek bir bant olarak

goriilmektedir. Dolayisiyla Sekil 3.5.°de goriildiigii gibi vektoriin de kesilmis oldugu

anlagilmaktadir.
564 bp—
1000 bp
1500 bp
2027 bp—
4361 bp__
6557 EE—

MI 1 2 3 4 5 6 7 8 M 9

Sekil 3.5. PvLMITgl ve PvLM2Tgl genlerinin ve pKK223-3 vektoriiniin restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesilmesi sonrasi jelde goriintiilenmesi. Hatlar: M1: Markir (Lambda DNA Hind IIT Digest);
M2: Markir (100 bp DNA Ladder G2101); 1-4: PvLM1Tgl geni; 5-8: PvVLM2Tgl geni; 9: pKK223-3

3.2.14. PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl Genlerinin pKK223-3 Ekspresyon Vektoriine

Aktarilmasi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim sonrasinda yapiskan uclara sahip
PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl genlerini T4 DNA ligaz enzimi yardimi ile pKK223-3
vektoriine aktarmak i¢in ligasyon reaksiyonu Bolim 2.2.7.°de anlatildig1 gibi yapilarak
rekombinant PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl DNA’lar1 elde edilmistir. pKK223-3 vektorii bir
ekpresyon vektorii olmakla birlikte olduk¢a giiclii bir promotor olan Py, promotoronu
tasimaktadir. Dolayisiyla altklonlama yapilmasinin ardindan 1ilgili genin proteininin

ekpresyonunun yapilmasi agisindan bu vektdriin sec¢ilmesi dnemlidir.
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3.2.1.5. Rekombinant PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl DNA’larmimm E. coli JM105

Hiicrelerine Transformasyonu

Ligasyon sonrast elde edilen rekombinant DNA O6rneklerini ve pozitif kontrol olarak
hicbir restriksiyon enzimi ile kesilmemis olan 100 ng pKK223-3 vektoriini E. coli soyu
JM105 hiicrelerine aktarmak ic¢in bu hiicreler transformasyon ig¢in hazirlandiktan sonra
rekombinant PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl DNA’larmin Bolim 2.2.9.°da anlatildig1 gibi
transformasyonu gerceklestirilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan farkli besiyerlerinin transformasyon sonucunu ya da
verimini etkiledigi gozlenmistir. Kompetant hiicre hazirlamak tizere E. coli JM105
hiicreleri ¢ift kuvvetli Yeast Ekstrakt-Tripton (2xYT), Luria-Bertani (LB) ya da minimal
agarda gelistirilmistir. Biitlin bu besiyerleri ile gelistirilen E. coli JM105 hiicreleri ile
transformasyonda basar1 saglanmasina ragmen bazi durumlarda ilk iki besiyeri ile sonug
alinamamistir. Transformasyon problemlerinin yasandigi bu durumlarda E. coli IM105
hiicreleri 6zellikle minimal agarda gelistirildikten sonra kompetant hiicreler hazirlanmis ve
transformasyon gerceklestirilmistir. Minimal agarin etkili bir transformasyon i¢in 6nemli
olan F' epizomunu tasiyan bakteriler igin segici bir besiyeri oldugu [154] igin
transformasyon basarisimi etkiledigi diistiniilmiistiir. Bu yiizden stok kiiltiirdeki E. coli
JM105 hiicrelerinin spontan olarak F' epizomunu kaybedebilecegi ihtimali dikkate alinarak
kompetant hiicre hazirlamak i¢in stok kiiltiirden yapilan agilamada 6zellikle minimal agar

tercih edilmistir.

3.2.1.6. Koloni PCR ile Sonuclarin Dogrulanmasi

Transformasyon sonrasi se¢ilen bazi kolonilerin DNA dizilemesine gonderilmeden dnce
on onay amaci ile PvLM1Tgl/PvLM2Tgl genine sahip olup olmadiklarini anlamak igin
koloni PCR’lar1 yapilmistir. Bunun i¢in genin tam uzunlugunu amplifiye edecek olan Pv7
ve Pvl5 ug¢ primerleri kullanilmistir. Koloni PCR sonrasi jel lizerinde klonlanan genin
biiyiikliigiinde bir bant goriilmesi segilen koloninin dogru biiyiikliikteki geni tasidigim
gostermektedir. Kesin sonuca DNA dizi analizi ile karar verilmektedir.

Sekil 3.6.’da Pv7 ve Pvl15 ug primerleri ile yapilan koloni PCR sonrasi pozitif ve
negatif sonuclar goriilmektedir. PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl genlerinin her ikisi i¢in de bu
primerlerle yaklagik olarak 1 kb (kilobaz) biiytikliiglinde bantlar beklenmistir. Hat 1-3°de
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PvLMI1Tgl i¢in koloni PCR sonuglar1 goriilmektedir. Hat 1’de beklenen biiyiikliikte zayif
bir bant goriilmekle birlikte yabanci bantlar da goriilmektedir. Bu bantlar, koloni PCR igin
kullanilan primerlerin bakteriyel kokenli DNA’y1 taniyarak amplifiye etmesinden
kaynaklanabilir. Koloni PCR sonrasi yabanci bantlarin elde edilmesi pozitif sonug i¢in bir
engel olmamakla birlikte dogru biiytikliikteki bandin zayif olmasi pozitif sonucun
giivenirliligini azaltmaktadir. Hat 2 ve 3’de ise sadece 1 kb biiyiikliigiinde bant elde
edilmis olup, yabanci bant bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu pozitif sonug¢larin alindigi
kolonilerin PvLM1Tgl genini tasimas1 muhtemeldir. Hat 4-6’da ise PvLM2Tg]1 i¢in koloni
PCR sonuglart goriilmektedir. Hat 4 ve 5°de pozitif sonu¢ alinmakla birlikte hat 6’da
goriilen ¢ok zayif bant dogru biiyiiklilkte olmasina ragmen negatif sonu¢ olarak kabul
edilmistir. Muhtemel pozitif sonuglarin kesin olarak dogrulanmasi i¢in pozitif sonug alinan

kolonilerden izole edilen plazmid DNA’lardan dizi analizi yaptirilmistir.

1 kb—

M 1 2 3 4 5 6

Sekil 3.6. Koloni PCR sonrasi pozitif ve negatif sonuglarin jelde goriintilenmesi. Hatlar: M: Markir
(GeneRuler SM1338); 1-3: PvLM1Tgl geni i¢in pozitif ve negatif sonuglar; 4-6: PvLM2Tg1 geni i¢in pozitif
ve negatif sonuglar

3.2.1.7. Dizi Analizi ile Sonu¢larin Dogrulanmasi

Klonlama sonrasi1 PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl genlerinin DNA dizi analizi, lontek
(Tiirkiye) firmasina yaptirilmigtir. DNA dizi analizi i¢in yine lontek (Tiirkiye) firmasina
sentezletilen Pv16 primeri ile klonlanan genlerin 5'—3' zincirlerinin sekansi, Pv17 primeri

ile de 3'«-5' zincirlerinin sekans1 yaptirilmistir. Boylece yapilan ¢ift yonlii sekanslama ile
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genlerin hem tam uzunlugunun dizisi, hem de her iki DNA zincirinin dizisi kontrol
edilmistir.

PvLM1Tgl ve PvLM2Tg1’in 5'—3' zincirlerinin dizi analizi sonug¢larii kontrol etmek
icin Chromas Lite programi kullanilmigtir. Elde edilen dizi analizi sonuglar1 FASTA
formatina cevrilmis ve web tabanli ClustalW2 programi kullanilarak PvLDH geni ile
cakistirilmistir. Bu ¢akistirma neticesinde PvLM1Tgl ve PvLM2Tg1’in 5'—3' zincirlerinin
dizisi PvLDH’a gore kontrol edilmistir.

PvLMI1Tgl ve PvLM2Tg1’in 3'«5' zincirlerinin dizi analizi sonuglarini kontrol etmek
icin ise dizi dnce komplementer zincirine ¢evrilmistir. Daha sonra bu dizinin FASTA
formati olusturularak ClustalW?2 programiyla PvLDH geni ile ¢akistirilmistir. Yapilan dizi
cakistirmalar1 ile hem istenilen mutagenezlerin yapilip yapilmadigi hem de genin geriye
kalan boliimlerinde olas1 bir dizi hatasinin olup olmadig1 kontrol edilmistir.

Sekil 3.7.de mutant PvLDH geni PvLMITgl’in ¢ift yonli dizileme sonuglar
goriilmektedir. PVLM1Tg1’in her iki zincirinde gerceklestirilen mutagenez kirmizi gergeve
ile gosterilmistir. Buna goére 5'—3' zincirindeki AAG kodonu TCC kodonuna g¢evrilerek
Kioss—S10ss mutagenezi gergeklestirilmistir (Sekil 3.7.a.). Aynt zamanda komplementer

zincirde de bu mutagenezin dogru olarak gerceklestirildigi goriilmektedir (Sekil 3.7.b.).

N PviM1Tg1-P¥16 - Chromas Lite

File Edit ©Options Help

= ol I B T —

Cpen Export | Prink Mext  Find

Sample: 170475-M4-170467

1z0 130 140
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b [ Pvl.M1Tg1-Pv17 - Chromas Lite

File Edit Opltions Help

= ¥ S | N
e Sample: 170475-M4-170465
Open Export | Prink Mext  Find P
a4n 4sn as0
G GTTCCATTC[EGAGTCGCTCTTTECTGGETGETT
Ejose— S

.,_ A

Sekil 3.7. PvLM1Tgl geninin (a) 5'—3' zincirinin ve (b) 3'«-5' zincirinin dizi analizi sonucu
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Sekil 3.8.’de ise mutant PvLDH geni PvLM2Tgl1’in ¢ift yonlii dizileme sonuglari
goriilmektedir. PvLM2Tgl’in her iki zincirinde mutagenez dogru bir sekilde
gerceklestirilmis olup (Sekil 3.8. a ve b) kirmiz1 cergeve ile gosterilmistir. Buna gore
PvLMI1Tgl de yapilan AAG—TCC kodon degisikligine ilave olarak AAC kodonu AGC

kodonuna ¢evrilmistir. Bdylece pentapeptid insersiyonunda DjosaKi0ssE10scWi10spN10sg—

DiosaS10ssE10scWi0spS10sg mutagenezi gergeklestirilmistir.

N PviM2Tg1-P¥16 - Chromas Lite

File Edit Options Help

=5 Vv & W fA
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Open Export | Print MNext  Find SR
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File Edit ©Options Help
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CpEn Export | Print Mext  Find EAE
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Sekil 3.8. PvLM2Tgl geninin (a) 5'—3' zincirinin ve (b) 3'«—5' zincirinin dizi analizi sonucu

Hem PvLMI1Tgl hem de PvLM2Tg!’in dizi analizi sonuglari ile genin tamaminin dizisi

ve mutagenez bolgeleri kontrol edilmis ve gende herhangi bir dizi hatasi olmadigi ve

mutagenezlerin dogru bir sekilde yapildig1 gdzlenmistir.
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3.2.1.8. PvLM1Tg1 ve PvLM2Tg1 Genlerinin Ekspresyonlarinin Yapilmasi

Yonlendirilmis mutagenez ile PvLMITgl ve PvLM2Tgl genleri elde edilip
altkonlamalar1 yapildiktan sonra bu mutant genlerin aktarildiklar1 E. coli JM105
hiicrelerinde ilgili mutant proteinlerin tiretilip iiretilmediklerini kontrol etmek igin, her bir
geni iceren E. coli JM105 hiicresinin ekstraktinin SDS-PAGE ile genel protein analizi
yapilmustir. Bunun i¢in besiyeri ortamindaki hiicreler logaritmik faza (ODggo: 0,6) ulasinca
indiikleyici madde olarak IPTG ilave edilerek genin ekpresyonu tesvik edilmistir. Yapilan
calismalara gére PvLDH, E. coli JIM105 hiicrelerinde en yiiksek aktiviteyi 1 mM IPTG
konsantrasyonunda gostermistir [165, 166]. Dolayisiyla bu calismada da aym IPTG
konsantrasyonu kullanilmistir. Indiiklenmis kiiltiir drneklerine paralel olarak aym zamanda
indiiklenmemis kiiltiir 6rnekleri de gelistirilmistir. Bu asamadan sonra belirli araliklarla (1
saat, 2 saat, 3 saat, 5 saat, bir gecelik) alinan kiiltlir 6rneklerinin ekspresyonu SDS-PAGE
ile jel tizerinde kontrol edilmistir.

Sekil 3.9.’da ve Sekil 3.10.’da PvLMI1Tgl genini igeren E. coli JM105 hiicre
ekstraktinin genel protein profili goriilmektedir. Sekil 3.9.’daki jelde PvLM1Tgl genini
iceren E. coli JM105 hiicrelerinin ilk asilama sonrasi 6rnegi (To), logaritmik fazdaki (Tiog)
ornegi, indiikleme sonrasi 1 saatlik (T;) ve 2 saatlik (T,) ornekleri yiirtitiilmiistiir. Sekil
3.10.’daki jelde ise PvLMI1Tgl genini iceren E. coli JM105 hiicrelerinin geriye kalan
indiikleme sonrasi1 3 saatlik (Ts), 5 saatlik (Ts) ve bir gecelik (Ton) Ornekleri
yuritilmistir. PvLM1Tgl geninin ekpresyonu ile elde edilen protein bandini bakteri
soyuna ait olan protein profilinden ayirt edebilmek i¢in herhangi bir genin aktariimadig E.
coli IM105 hiicresi kontrol olarak her iki jelde de yiiriitiilmiistiir. PvLM1Tgl proteininin
biiylikliigiinii daha iyi tespit edebilmek i¢in her iki jelde ayni zamanda insan LDH-M
izomerinin ~36 kDa biiyiikliigiindeki proteini yiiriitilmistiir. Bu protein bandi dikkate
alindig1 zaman yiiriitiilen biitiin 6rneklerde bu biiyiikliikteki bandin hemen alt1 hizasinda
sabit bir bant goriilmektedir. Bu bant PvLM1Tgl proteini olup Sekil 3.10.’da “1™ ile
gosterilmistir. Ancak PvLM1Tgl genini icermeyen E. coli JIM105 hiicrelerinde bu bant
bulunmamaktadir. Bu farklilik, LDH protein bandinin E. coli JM105 bakteri soyuna ait
olmayip bu hiicreye aktarilan PvLMI1Tgl geninin ekspresyon {iriinii oldugunu
dogrulamaktadir.

Bununla birlikte Sekil 3.9.°da goriildiigii gibi Ty, Tie, Ti ve T, donemlerindeki

orneklerde PvLM1Tgl protein bandi goériilmemistir. Bu durum protein ekspresyonunun
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zay1f olmasindan ileri gelmektedir [108, 110, 149]. Ayrica ekspresyonu oldukca zayif olan
bu mutant LDH proteininin hiicre yogunlugunun da az oldugu bu donemlerde jel {izerinde
goriilmemesinin normal oldugu disiiniilmiistir. PvLM1Tgl proteinin ekspresyonu T;
doneminden itibaren goriilmekte olup, en iyi protein ekspresyonu bir gecelik drneklerde

gozlenmistir (Sekil 3.10.).

16—
66.2—
45—

EX — ~36kDa

i 4 5 6 T 8

Sekil 3.9. PvLM1Tgl genini iceren 0-2 saatlik £. coli IM105 hiicre ekstraktlarinin genel protein profili.
Hatlar: M: Markir (Protein MW-SM0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi JM105 hiicrelerinin genel
protein profili; 2: PvLM1Tgl genini igeren E. coli IM105 hiicrelerinin T, protein profili; 3: PvLMI1Tgl
genini iceren E. coli JMI105 hiicrelerinin Ty, protein profili; 4 ve 5: Indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvLMITgl genini igeren E. coli JM105 hiicrelerinin T, protein profili; 6 ve 7: indiiklenmemis ve
indiiklenmis PvLM1Tgl genini igeren E. coli JIM105 hiicrelerinin T, protein profili; 8: Insan LDH-M saf
proteini

Sekil 3.10. PvLM1Tgl genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli JM105 hiicre ekstraktlarinin genel protein
profili. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JIM105
hiicrelerinin genel protein profili; 2 ve 3: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tgl genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin T; protein profili; 4 ve 5: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tgl genini iceren E.
coli IM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 6 ve 7: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tgl genini igeren
E. coli IM105 hiicrelerinin T protein profili; 8: Insan LDH-M saf proteini
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Hem PfLDH, hem de PvLDH proteinlerinin E. coli’deki ekspresyonlarinin zayif
oldugu bilinmektedir [108, 110, 149]. Bu nedenle PvLM1Tgl proteinin ekspresyonunun
indiiklenerek protein liretiminin artirilmast amaglanmigtir. Bolim 3.2.1.4.’de anlatildig1
gibi PvLM1Tgl geni bir ekspresyon vektorii olan pKK223-3 vektoriine klonlanmistir. Bu
vektor Py, adi verilen giiclii bir promotor bolgesi tasimaktadir. Tac promotoru/operatorii
(Pwc) ekspresyon sistemi igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Py,.’in ekspresyonu lacl
proteini tarafindan baskilanmaktadir. Ortamda laktozun yoklugunda /acl proteini operator
bolgeye baglanarak protein transkripsiyonunu engellemektedir. Ortamda laktoz varsa,
laktoz, lacl repressoriine baglanarak protein transkripsiyonuna izin verilmektedir. IPTG,
laktoz analogu olup lacl repressoriine baglanarak transkripsiyonu indiiklemektedir [154].
Bu nedenle Py, ekpresyonu, derepressor IPTG konsantrasyonu ile baglantilidir. Buna bagh
olarak Py, in gerisinde bulunan klonlanmis gen iiriinliniin ekspresyon miktar1 IPTG
konsantrasyonu ile degisebilmektedir.

IPTG’nin PvLM1Tgl geninin ekspresyonu lizerindeki indiikleyici etkisini gérmek icin
Sekil 3.9.°da ve Sekil 3.10.°da ayni zamanda hem IPTG ile indiiklenen hem de
indiiklenmeyen genlerin ekspresyon sonrasi protein bantlar1 karsilagtirilmis ve IPTG ile
indiiklenmis PvLMI1Tgl geninde ekspresyonun arttigi gozlenmistir. IPTG ile muamele
edilen ve edilmeyen E. coli JM105 hiicrelerinin genel protein profilleri karsilagtirildig
zaman bazi protein bantlarinin ekspresyon diizeylerinin her ikisinde farkli oldugu
goriilmiistiir. Birbirine esdeger protein bantlar1 IPTG ile muamele edilen E. coli IM105
hiicrelerinin protein profilinde biiyiik bir bant olarak goriliirken, IPTG ile muamele
edilmeyen hiicrelerin protein profilinde digerine gore daha zayif oldugu tespit edilmistir.
Bu proteinlerin ekspresyon farki dikkate alinarak IPTG’nin, PvLM1Tgl geninden farkli
olarak, E. coli JM105 bakteri soyuna ait baz1 genler lizerinde de indiikleyici etki yaptig
tespit edilmistir. Protein saflagtirma asamasinda spesifik olarak PvLDH proteinleri
saflagtirilacagindan, bu tiir proteinlerin ifadelerinin artmis olmasi bir 6nem tagimamaktadir.

PvLMI1Tgl mutant proteinin ekspresyon analizinden sonra, PvLDH enziminin aktif
bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun model Apikompleksan Toxoplasma
gondii'nin LDHI1 izoenzimindeki (7glLDH) pentapeptid insersiyonuna tamamen
benzetildigi PvLM2Tgl mutagenezinin de protein eskpresyon analizi yapilmistir. Sekil
3.11.’de bu ekspresyon analizinin yapildigi SDS-PAGE jeli goriilmektedir.

PvLM2Tgl mutant proteinin eksprese edildigi E. coli JIM105 hiicrelerinin indiikleme

sonrasi 3. saatinden itibaren (T3 donemi) proteinin ekspresyonu jel iizerinde goriilebildigi
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icin bu siirecin Oncesindeki orneklerin SDS-PAGE goriintiisii gosterilmemistir. Sekil
3.11.’de PvLM2Tgl genini i¢eren E. coli JIM105 hiicrelerinin indiikleme sonrasi 3 saatlik
(T5), 5 saatlik (Ts) ve bir gecelik (TonN) Ornekleri yiirtitiilmistiir.

Sekil 3.11. PvLM2Tgl genini iceren 3 saatlik-bir gecelik E. coli IM105 hiicre ekstraktlarinin genel protein
profili. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JIM105
hiicrelerinin genel protein profili; 2 ve 3: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Tg] genini iceren E. coli
JM105 hiicrelerinin T; protein profili; 4 ve 5: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Tgl genini iceren E.
coli IM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 6 ve 7: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Tg1 genini i¢eren
E. coli IM105 hiicrelerinin T protein profili; 8: Insan LDH-M saf proteini

PvLM2Tg1’in ekspresyon analizi yapilan jel goriintiisiine gére, PvLM1Tgl proteininin
ekspresyonunda oldugu gibi, yine en iyi protein ekspresyonu bir gecelik ve indiiklenmis
ornekte gozlenmistir. Ancak her iki proteininde zayif ekspresyonundan dolay1 indiikleme
yapilmadigt zaman protein bantlar1 Ton Orneklere ragmen jelde net olarak
gbzlenememistir.

PvLMITgl ve PvLM2Tgl proteinlerinin ekspresyonlar1 kontrol edildikten sonra bu
proteinlerin ¢o6ziinebilir formda olup olmadiklarmi belirlemek i¢in, her iki proteinin de
eksprese edildikleri hiicre ekstraktlarinin silipernatant ve pelet fazlarmin ayri ayr
incelenmesine karar verilmistir. Bunun i¢in her bir mutant geni iceren E. coli JM105
hiicrelerinin siipernatant ve peleti Boliim 2.2.14.’de belirtilen sekilde hazirlandiktan sonra
jelde ayr1 ayn yiritilmistir. Aktif protein hiicre igerisinde ¢oziinebilir yapida olup
siipernatant fazi icerisinde bulunurken, inaktif protein c¢oziinemeyen yapida pelet fazi
icerisinde yer almaktadir. Dolayistyla bu fazlarin protein profillerinde PvLM1Tgl ve
PvLM2Tgl proteinlerinin bulunup bulunmadigina bakmak i¢in jel lizerinde yiiriitiilmiistiir

(Sekil 3.12. ve Sekil 3.13.).
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Sekil 3.12. PvLMI1Tgl genini igeren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlarinin protein
profillerinin ayr1 ayr1 gosterilmesi. Hatlar: M: Markir (Protein MW- SM0431); 1 ve 2: Herhangi bir genin
aktarilmadig1 E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari; 3 ve 4: Indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvLMITgl genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin genel protein profili; 5 ve 6: Indiiklenmemis
ve inditklenmis PvLM1Tgl genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin silipernatant fazi; 7 ve 8:
Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tgl genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin pelet faz1; 9:
Insan LDH-M saf proteini
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Sekil 3.13. PvLM2Tgl genini iceren E. coli JIM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlarimim protein
profillerinin ayr1 ayr1 gosterilmesi. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SM0431); 1 ve 2: Herhangi bir genin
aktarilmadig1 E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari; 3 ve 4: Indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvLM2Tgl genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin genel protein profili; 5 ve 6: Indiiklenmemis
ve indiiklenmis PvLM2Tgl genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 7 ve 8:
Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Tgl genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin pelet fazi; 9:
Insan LDH-M saf proteini

Sekil 3.12. ve Sekil 3.13.’deki jel goriintiisinde PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl proteinleri
“1” ile gosterilmistir. Hat 1 ve 2’de herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JM105
hiicresinin siipernatant ve pelet fazlarinda bu proteinlerin bantlar1 ile ayni hizada hicbir
bant bulunmamaktadir. Bu farklilik, genel protein profilinde gozlendigi gibi slipernatant ve
pelet fazlarimin protein profillerinde de LDH protein bandinin E. coli IM105 bakteri
soyuna ait olmayip PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl genlerinin herbirinin ekspresyon {irlinii

80



oldugunu dogrulamaktadir. Her iki jel goriintiisiinde de goriildiigii gibi PvLM1Tgl ve
PvLM2Tgl genlerinin herbirinin aktarildigt E. coli JM105 hiicrelerinin genel protein
profilinde goriilen mutant proteinlerin bantlari, siipernatant ve pelet fazlar1 ayri ayri
incelendigi zaman sadece siipernatant fazinda goriilmektedir. Pelet fazinda ise bu protein
band1 goriilmemektedir. Dolayisiyla hem PvLMITgl proteininin hem de PvLM2Tgl
proteininin ¢6zlinebilir formda ekspresyonu yapilmistir. Ancak zayif ekspresyondan dolay1
her iki protein de genel protein profili ve siipernatant profilinin sadece indiiklenmis
fazlarinda gortilmustiir.

Sekil 3.12. ve Sekil 3.13.’deki jel goriintiisiinde, insan LDH proteininin biyukligi ile
karsilastirilan PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl protein bantlar1 siipernatant fazinda goriilmiis
olmakla birlikte bu bantlarin ilgili mutant proteinlerin bantlar1 olup olmadiklarinin kesin
olarak belirlenmesi gerektigi disiiniilmiistiir. Bunun i¢in bu proteinlerin varligini
dogrulamak i¢in Western blot yapilmasina karar verilmistir. Ancak ilk olarak Western blot
asamasinda PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl protein bantlarin1 tanimasi i¢in kullanilacak olan
primer antikora karar verilmesi gerekmistir. Yapilan calismalarda P/LDH proteininin
SDK1 mutant proteini ile hazirlanan primer antikorunun [149], PvLDH proteini ile ¢apraz
reaksiyon gerceklestirdigi gézlenmistir [166, 167]. Dolayisiyla P/ALDH primer antikorunun
mutant PvLDH proteinlerini de tamiyacagi diisliniilmiistir. PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl
proteinlerinin Western blot ¢aligmalar1 i¢in bu P/LDH primer antikorunun kullanilmasina
karar verilmistir. Bununla birlikte bu antikorun mutant PvLDH proteinleri ile reaksiyon
vermemesi durumunda B plani olarak PvLDH proteininin saflastirilmast ve bu protein ile
hazirlanan emiilsiyonun Yeni Zelanda beyaz tavsanlarina enjeksiyonundan sonra alinacak
kan serumundan poliklonal antikorun elde edilmesi amag¢lanmistir.

PvLMITgl ve PvLM2Tgl proteinlerinin Western blot calismasi Boliim 2.2.13.°de
anlatildig1 gibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.14.’de gdsterilmistir.

Sekil 3.14.’de goriilen Western blot membraninda hat 1’de PvLDH proteini pozitif
kontrol olarak gosterilmistir. Goriildiigi gibi P/ALDH’1in poliklonal antikoru, PvLDH
proteinini de taniyarak capraz reaksiyon gergeklestirdigi i¢in hat 1’de PvLDH protein
band1 (~34 kDa) goriilmektedir. Hat 2 ve 3’de ise sirastyla PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl
bantlar1 bulunmaktadir. Bu bantlar pozitif kontrol PvLDH proteini ile aym1 hizada olup
PfLDH’1n poliklonal antikoru, bu mutant proteinleri de tanimaktadir. P/LDH poliklonal
antikorunun PvLDH proteinini tanimasi, iki LDH arasindaki benzerlik oraninin yiiksek

olmasindan (% 90 aminoasit benzerligi) kaynaklanirken, mutant PvLDH proteinleri
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PvLMITgl ve PvLM2Tgl proteinlerini tanimasinin ise antikorun baglandig1 epitopun
mutant PvLDH proteinlerinde degistirilmemis olmasindan kaynaklandig diistiniilmiistiir.
Dolayisiyla bundan sonraki PvLMI1Et, PvLM2Et ve PvLMITp, PvLM2Tp
mutagenezlerinde de aynm1 bolge hedef alindigr i¢in bu mutant proteinler i¢in de P/LDH
poliklonal antikorunun kullanilmasina karar verilmistir. Bu durumda PvLDH proteini

kullanilarak poliklonal antikor elde edilmesine gerek kalmamaistir.

-} K — —

1 2 3

Sekil 3.14. PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl proteinlerinin Western blot ile gdsterilmesi. Hatlar: 1: Indiiklenmis
PvLDH genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 2: indiiklenmis PvLM1Tgl
genini iceren bir gecelik E. coli JIM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 3: Indiiklenmis PvLM2Tgl genini
iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi

3.2.1.9. PvLM1Tg1 ve PvLM2Tgl1 Proteinlerinin Aktivitelerinin Kontrol Edilmesi

PvLMITgl ve PvLM2Tgl proteinlerini igeren E. coli IM105 hiicrelerinin hem genel
protein analizleri, hem de siipernatant ve pelet fazlarinin ayr1 ayr1 analizleri ile
ekspresyonlar1 kontrol edilmistir. Ayrica Western blot ile bu proteinlerin E. coli IM105
hiicrelerindeki ekspresyonlari kesin olarak dogrulanmistir. Elde edilen bu sonuglara gore,
PvLMITgl ve PvLM2Tgl proteinlerinin E. coli JM105 bakteri soyunda ¢dziinebilir
formda ekspresyonu yapilmaktadir. Ancak c¢oziinebilir formda eksprese edilmelerine
ragmen bu proteinlerin aktif olup olmadiklarini kesin olarak belirlemek i¢in spesifik LDH
aktivitelerinin Ol¢iilmesi amaglanmistir. Ekspresyonlart yapilan proteinler saflastirildiktan
sonra aktiviteleri ve diger kinetik tayinleri yapilacak olmasina ragmen genel hiicre
ekstraktlarindan hazirlanan siipernatant fazi ile 6n aktivite kontrolii yapilmustir.

Bolim 2.2.14.°de anlatilan sekilde PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl genlerinin herbirini
iceren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant fazi hazirlanmistir. PvLMI1Tgl ve

PvLM2Tgl proteinlerinin kinetik olarak tayini ve aktivitesinin Ol¢lilmesi bu siipernatant
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faz1 kullanilarak ve NADH’1n 340 nm’deki absorbansi takip edilerek yapilmistir. Tablo
3.3.de goriildiigii gibi PvLM1Tgl proteini aktif olup K;osg—Si0ss aminoasit degisikligi
PvLDH proteininin aktivitesinde hicbir degisiklik yapmamistir. PvLDH proteini aktif
bolge halkasindaki bir aminoasit degisikligine kars1 toleranshidir. Tablo 3.4.’de goriildiigii
gibi ayn1 zamanda PvLM2Tgl proteini de aktif olup DjosaKiossEi0scWi0spNiosg—
DiosaSi0s8E10scWi0spS10se degisikligi ile PvLDH proteininin aktif bolge halkasindaki
pentapeptid insersiyonunun tamamen 7glLDH’dakine benzetilmesi proteinin tolere
edebilecegi bir degisikliktir. Her iki proteinin de ileri kinetik analizlerinin yapilmasi daha
aciklayici bilgiler verecektir.

Tablo 3.3.’de goriildiigii gibi PvLMI1Tgl geninin indiiklenmesi logaritmik fazin 3.
saatinde aktiviteyi yaklasik olarak 2 kat artirirken bir gecelik 6rneklerde 3 kat artirmastir.
Pirtivat konsantrasyonunun azalmasi ile indiikleme, indiiklenmemis ve indiiklenmis
orneklerdeki bu aktivite farkini artirmistir. Yine pirtivat konsantrasyonunun artigi biitiin
orneklerde aktiviteyi etkilemezken, bir gecelik indiiklenmis Orneklerde ise aktiviteyi
azaltmistir. En yiiksek aktivite 1 mM piriivat konsantasyonu ile bir gecelik indiiklenmis
orneklerde goriilmustiir. PvLM1Tgl genini igermeyen E. coli JM105 hiicrelerinde ise
herhangi bir LDH aktivitesi gézlenmemistir. Bu da gozlenen LDH aktivitesinin klonlanan

gene ait oldugunu gostermistir.

Tablo 3.3. PvLM1Tgl proteininin aktivitesinin dl¢iilmesi. (LDH aktivitesinin Sl¢iilmesi 3 defa tekrar edilmis
olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

ODéoo
AA;40/dakika (Seyreltme 10 mM Pirtivat | 1 mM Piriivat
Faktorii: 1/10)

Indiiklenmemis 0,181 0,067 0,071

= - 3 saat
PVLMITg! genini Indiiklenmis 0,174 0,121 0,194
igeren E. coli IM105 | Indiiklenmemis 0,369 0,174 0,231
Tndiiklenmis Bir gece 0,324 0,574 0,827
3 saat 0,217 0,020 0,021
E. coli IM103 Bir gece 0,388 0,080 0,039

Tablo 3.4.°de PvLM2Tgl proteininin aktivite sonuglari goriilmekte olup bu mutant

protein i¢in de PvLM1Tgl proteininkine benzer sonuglar alinmstir.
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Tablo 3.4. PvLM2Tg]1 proteininin aktivitesinin dl¢tilmesi. (LDH aktivitesinin Sl¢iilmesi 3 defa tekrar edilmis
olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

OD600
AAso/dakika (Seyreltme 10 mM Piriivat | 1 mM Piriivat
Faktorii: 1/10)

Indiiklenmemis 0,181 0,039 0,044

— - 3 saat
PvLM2Tg! genini Indiiklenmis 0,175 0,145 0,193
igeren E. coli IM105 | Indiiklenmemis 0,359 0,190 0,191
indiiklenmis Bir gece 0,332 0,621 0,823
3 saat 0,217 0,020 0,021
E. coli IM105 Bir gece 0,388 0,080 0,039

Hem PvLMITgl proteininin hem de PvLM2Tgl proteininin indiiklenmis 6rneklerde
aktivitesinin arttig1 gozlenmistir. Indiiklenmis ve indiiklenmemis 6rneklerin ODgoo’ deki
hiicre konsantrasyonlarinin degismedigi dikkate alindigi zaman her iki proteinin
aktivitesindeki bu artisin gen ekspresyonundaki artigdan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

Ayrica His Tag etiketinin protein ekpresyonunu ve aktivitesini etkilemedigi
bilinmektedir [134, 138, 160]. PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl proteinleri de 6xHis Tag etiketi

tasimakta olup aktif olarak ekspresyonlar1 yapilmstir.

3.2.1.10. PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl Proteinlerinin Saflastirilmas1 I¢in Protokol

Optimizasyonu

Rekombinant  proteinlerin  saflagtirllmasi,  ayrintili  karakterizasyonlart  i¢in
gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen PvLM1Tgl, PvLM2Tgl ve daha sonra
bahsedilecek olan diger mutant PvLDH proteinleri Steady-State kinetik analizlerinin
yapilmasi i¢in saflagtirillmistir. Ancak mutant PvLDH proteinlerinin saflagtirilmasinin
oncesinde, protokoliin optimize edilmesi gerekmistir. Saflastirma protokoliiniin
optimizasyonu i¢in yapilan biitlin saflagtirma denemelerinde protein 6rnegi olarak yabanil
PvLDH kullanilmustir.

PvLDH proteinin saflastirilmasi igin nikel-nitrilotriasetikasit (Ni-NTA) metal-affinite
kromatografi matriksi Ni-NTA agaroz kullanilmistir. Matriksi olusturan Ni-NTA, nikel
iyonunun koordinasyon alanindaki alt1 ligand baglanma bolgesinin dordiine bir tetradentat

selat olusturucu adsorban olan NTA ligandinin baglandig1 bir yap1 olup, geriye kalan iki
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serbest bolge alt1 adet ardisik histidin aminoasidi (6xHis Tag) ile etiketlenmis protein
tarafindan isgal edilmektedir [160].

PvLDH ve diger mutant proteinlerin 6xHis Tag ile etiketlenmeleri Ni-NTA’ya
baglanmalarini kolaylastiracagi i¢in altklonlama sirasinda biitiin insertlerin 3' ucuna alti
adet ardigik histidin aminoasidini kodlayan niikleotid dizisi ilave edilmistir. Boylece
ekspresyon sonrasi, C-terminali 6xHis Tag ile etiketlenmis proteinler elde edilmistir.
Kesilmis protein (truncated protein) liriinlerini elemine ederek sadece tam uzunluktaki
proteinlerin saflastirilmasint miimkiin kilmak i¢in 6xHis Tag etiketinin C-terminaline

yerlestirilmesi tercih edilmistir [134, 160].

3.2.1.10.1. PVLDH Proteininin Saflastiriimasi i¢in Protokol 1’in Optimizasyonu

PvLDH proteinin Ni-NTA agaroz ile saflastirilmasi i¢in ilk olarak Boliim 2.2.15.1.’deki
Protokol 1 optimize edilmistir. Bunun i¢in agagidaki denemeler yapilmistir:

PvLDH proteinin saflastirilmasi i¢in kullanilacak tamponlarin uygun imidazol
konsantrasyonlarin1 belirlemek icin yapilan ilk denemede (Deneme 1), Bolim
2.2.15.1.°deki Protokol 1 takip edilerek Hiicre Lizis Tamponu 1 (LT1: 50 mM NaH,PO,,
300 mM NaCl, 10 mM Imidazol; pH: 8.0), Yikama Tamponu 1 (WT1: 50 mM NaH,POy,
300 mM NaCl, 15 mM Imidazol; pH: 8.0) ve Eliisyon Tamponu 1 (ET1: 50 mM NaH,POy,
300 mM NaCl, 250 mM Imidazol; pH: 8.0) asagidaki sekilde kullanilmistir:

Tablo 3.5. PvLDH’1n Deneme 1 ile saflastirilma protokolii

Hiicre 1. 2. 3. .
Deneme No Kolon Lizisi Yikama Yikama Yikama Eliisyon
1 10mPlk -y iy rr | amwTl | 4mlwTl | amiwrr | X0 ml
siringa ET1

PvLDH proteininin saflagtirilmasi sirasinda biitiin asamalarda alinan o6rnekler SDS-
PAGE ile analiz edilerek saflastirma denemesi kontrol edilmistir. Saflastirma protokoliiniin
uygulanmasi sirasinda alinan oOrneklerden CL (cell lysate) kolona yiiklenmek {izere
hazirlanan hiicre eksraktini; FT (flow through) hiicre ekstraktinin kolona yiiklenmesi
sonrasinda kolondan akan ilk siizlintiiyii; W1, W2, W3, ...vs. (wash 1, wash 2, wash 3,

...vs.) kolona yikama tamponu uygulanmas1 sonrasinda alinan yikama 6rneklerini; E1, E2,
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E3, ...vs. (elution 1, elution 2, elution 3, ...vs.) kolona eliisyon tamponu uygulanmasi
sonrasinda alinan eliisyon 6rneklerini temsil etmektedir.
Sekil 3.15.’de protein Orneklerini denatiire etmeden dogal sartlar altinda yapilan

Deneme 1 ile elde edilen saflastirma sonuglar1 goriilmektedir.

M1 2 3 4 5 4] 7 3 9

Sekil 3.15. Deneme 1 ile saflastirilmis PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: FT; 2: W1; 3: W2; 4: W3; 5: El; 6: E2; 7: E3; 8: E4; 9: ES5. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: El; 2: E2; 3: E3; 4: E4; 5: ES; 6: E6; 7: E7; 8: E8; 9: E9

Sekil 3.15.°de goriilen FT orneginde, kolona baglanma affinitesi gostermeyen protein
orneklerinin kolondan uzaklagtirildigr goriilmektedir. W1’de ise kolona zayif baglanma
affinitesi gosteren protein drneklerinin yikama ile kolondan uzaklagtirildigi goriilmektedir.
W2 ve W3’de protein bantlar1 neredeyse goriilmedigi i¢in zayif affinite gdsteren biitliin
yabanci proteinlerin ilk yikamada uzaklastirildig: diisiiniilmiistiir. E1’de PvLDH proteini

goriilmesine ragmen tam olarak kolondan eliisyonu E2, E3 ve E4’de gergeklestirilmistir.
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Ancak bu eliisyon Orneklerinde PvLDH proteini ile birlikte bakteriyel kokenli yabanci
proteinlerde elde edilmistir. Dolayisiyla hiicre ekstraktinda Ni-NTA matriksine yiiksek
affinite gosteren PvLDH proteininden baska, diger proteinlerinde bulundugu
goriilmektedir. Bu yabanci proteinlerin matrikse siki baglanmalar1 yikama islemi sirasinda
kolondan uzaklastirilmalarin1 engellemistir. Buna bagli olarak PvLDH proteini tamamen
saf olarak elde edilememistir.

Denatiire ortama gore, dogal sartlar altinda yapilan saflagtirma isleminde bakteriyel
kokenli protein kontaminantlart ¢ok daha fazla oldugu i¢in, lizis ve yikama islemlerinde
diisiik konsantrasyonda imidazol (sirasiyla 10 mM ve 15 mM) kullanilmistir. imidazol
halkasi histidin aminoasidinin yapisal bir kismini olusturmaktadir. 6xHis Tag etiketinin
histidin aminoasitlerindeki imidazol halkasi, Ni-NTA agaroz matriksindeki NTA ligandlar1
ile sabitlenen nikel iyonlarina baglanmaktadir. Aym1 zamanda lizis ve yikama
tamponlarindaki imidazolde nikel iyonlarina baglanmaktadir. Boylece 6xHis Tag ile
etiketlenmemis bakteriyel proteinlerdeki daginik histidin aminoasitlerinin baglanmasini
engellemektedir [160]. Deneme 1°deki lizis ve yikama tamponlarinda kullanilan imidazol
konsantrasyonunun (sirasiyla 10 mM ve 15 mM) bakteriyel kokenli proteinlerin kolona
baglanmasin1 engellemek icin yeterli olmadigi diisiiniilmiis ve artirilmasina karar
verilmistir.

Kolona baglanan bakteriyel kdkenli proteinleri uzaklagtirmak icin yapilan Deneme 2’de
imidazol konsantrasyonlar: artirilarak Hiicre Lizis Tamponu 2 (LT2: 50 mM NaH,POs,
300 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH: 8.0) ve Yikama Tamponu 2 (WT2: 50 mM
NaH,PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH: 8.0) kullamlmustir. Eliisyon igin yine
Eliisyon Tamponu 1 (ET1: 50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol; pH: 8.0)

kullanilmigtir. Deneme 2’nin saflastirma protokoliiniin 6zeti Tablo 3.6.’da verilmistir.

Tablo 3.6. PvLDH’in Deneme 2 ile saflastirilma protokoli

Hiicre 1. 2. ..
Deneme No Kolon Lizisi Yikama Yikama Eliisyon
2 10 mI’lik siringa 4mlLT2 | 4mlWT2 | 4mlWT2 | 9x0,5ml ETI

Sekil 3.16.°da goriildiigii gibi lizis tamponunda imidazol konsantrasyonunun
ylukseltilmesi ile bakteriyel proteinler neredeyse tamamen FT 6rneklerinde uzaklastirildigi

icin yikama Orneklerinde cok fazla bant goriilmemistir. Ayrica eliisyon 6rneklerindeki
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yabanc1 bantlarin azaldigi goriilmiistiir. Ancak yine de tamamen saf PvLDH proteini elde

edilememistir.

116—
662—

184 —
144

M 1 2 3 4 3 i) 7 2 9

Sekil 3.16. Deneme 2 ile saflastirilmis PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: CL; 2: FT; 3: W1, 4: W2; 5: El; 6: E2; 7: E3; 8: E4; 9: E5. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: El; 2: E2; 3: E3; 4: E4; 5: ES; 6: E6; 7: E7; 8: E8; 9: E9

PvLDH proteininin saflik derecesinin artirilmasinda kolon ¢ap1 ve yikama sayisinin
artirilmasinin etkisini gérmek i¢in yapilan 3. denemede yine Hiicre Lizis Tamponu 2 (LT2:
50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH: 8.0), Yikama Tamponu 2 (WT2:
50 mM NaH,POy,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH: 8.0) ve Eliisyon Tamponu 1 (ET1:
50 mM NaH,POy, 300 mM NacCl, 250 mM Iimidazol; pH: 8.0) kullanilmistir. Kolon olarak
10 ml’lik enjektor haznesi yerine daha dar ¢aptaki 5 ml’lik enjektor haznesi kullanilmistir.

Ayrica yikama sayisi 2’den 4’°e ¢ikarilmustir.
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Deneme 3’iin saflastirma protokoliiniin 6zeti Tablo 3.7.’de verilmistir.

Tablo 3.7. PvLDH’1n Deneme 3 ile saflastirilma protokolii

Deneme Kolon Hiicre 1. 2. 3. 4. Eliisvon
No Lizisi Yikama | Yikama | Yikama | Yikama M

5 ml’lik 4 ml 4 ml 4 ml 2 ml 9x0,5 ml
3 srmga | ™2 1w WT2 WT2 WT2 ET1

Sekil 3.17.’de Deneme 3 ile elde edilen saflastirma sonuglar1 goriilmektedir. Yikama

sayi1s1

artirilmis  olmasina

ragmen bu

ilave yikamalarda bakteriyel

proteinler

uzaklastirilamamigtir. Ayrica kolon capiin daraltilarak resin yiiksekliginin artirilmasi

saflagtirma sonucunu etkilememistir. Resin yiiksekliginin artirilmasi etkili bir yikama

yapilarak saf proteinin elde edilmesini engellemistir. Eliisyon 6rnekleri tamamen saf

olmamakla birlikte Deneme 2’deki benzer sonuglar alinmistir.

Sekil 3.17. Deneme 3 ile saflastirilmis PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: FT; 2: W1; 3: W2; 4: W3; 5: W4; 6: El; 7: E2; 8: E3; 9: E4. (b) M: Markir

=
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(Protein MW-SM0431); 1: E1; 2: E2; 3: E3; 4: E4; 5: ES; 6: E6; 7: E7; 8: E8; 9: E9




Deneme 2 ve Deneme 3’iin her ikisinde de eliisyon orneklerinde goriilen bakteriyel
proteinlerin matrikse baglanma affinitesinin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu
yiizden lizis ve yikama asamalarinda imidazol konsantrasyonunun yiikseltilmesi ve yikama
sayisinin artirilmast bu yabanci proteinlerin uzaklagtirilmasi icin yeterli olmamuigtir.
Dolayistyla Deneme 4’de saflastirma asamalarindaki sartlarin daha da kuvvetlendirilmesi
gerektigi diisiiniilmiistiir. Matriks ve yabanci proteinler arasindaki spesifik olmayan
baglanmalarin engellenmesi icin yeterli iyonik kuvvet olusturmak amaciyla biitiin
tamponlardaki tuz konsantrasyonu 300 mM’dan 700 mM’a ¢ikarilmistir [160]. Ayrica lizis
ve yikama tamponlarindaki imidazol konsantrasyonu tekrar artirilarak spesifik olmayan
etkilesimlerin azaltilmasi amag¢lanmustir.

Eliisyon oOrneklerinde goriilen yabanci proteinlerin uzaklastirilmas: i¢in yikama
asamasinin onemli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu proteinlerin herbirinin kolondan
uzaklagtirilmasi i¢in optimum imidazol konsantrasyonlart degisebilmektedir. Bunun igin
yikama asamasinda adim adim imidazol konsantrasyonu artirilarak bir gradient
olusturulmustur. Yiikselen imidazol konsantrasyonuna bagli olarak bu yabanci proteinlerin
kolondan uzaklastirilacagi disiiniilmiistiir. Ayrica yapilmis olan biitiin denemelerde
elisyon oOrneklerinde goriilen bu yabanci proteinlerin Ni-NTA matrikse baglanma
affinitelerinin PvLDH’dan daha yiiksek olabilecegi diisliniilerek eliisyon tamponundaki
imidazol konsantrasyonu diisiiriilmiistiir. Boylece eliisyon asamasinda bu yabanci
proteinleri kolondan almadan sadece PvLDH proteininin kolondan saflastirilmast
amaglanmistir. Yapilan bu degisiklikler neticesinde Deneme 4’de Hiicre Lizis Tamponu 3
(LT3: 50 mM NaH,POy, 700 mM NaCl, 30 mM Imidazol; pH: 8.0), Yikama Tamponu 3
(WT3: 50 mM NaH,POy, 700 mM NaCl, 40 mM Imidazol; pH: 8.0), Yikama Tamponu 4
(WT4: 50 mM NaH,PO,, 700 mM NaCl, 45 mM Imidazol; pH: 8.0), Yikama Tamponu 5
(WT5: 50 mM NaH,PO,, 700 mM NaCl, 50 mM Imidazol; pH: 8.0) ve Eliisyon Tamponu
2 (ET2: 50 mM NaH,PO4, 700 mM NaCl, 200 mM Imidazol; pH: 8.0) kullanilmistir.

Tablo 3.8.”de PvLDH’1n Deneme 4 ile saflastirilma protokoliiniin 6zeti gdsterilmistir.

Tablo 3.8. PvLDH’in Deneme 4 ile saflastirilma protokolii

Hiicre 1. 2. 3. .
Deneme No Kolon Lizisi Yikama Yikama Yikama Eliisyon
4 10mPlk -y iy | 2miwTs | 2mlwTa | 2miwrs | X0 ml
siringa ET2
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Sekil 3.18.’de goriildigii gibi eliisyon drneklerindeki bakteriyel proteinlerde bir azalma
goriilmiistiir. Ancak hala yaklasik olarak 66 kDa biiylikligiindeki bir bant kolondan
uzaklastirilamamistir. Yapilan biitlin saflastirma ¢alismalarinda bu yabanci protein bandi
eliisyon Orneklerinde goriilmektedir. Bu proteinin kolondan uzaklastirilamamasinin sebebi
kolon matriksine olduk¢a yiiksek bir affinite ile baglanmasi olabilecegi gibi hiicre lizisi
sirasinda 6xHis Tag etiketli protein ile disiilfit bag1 olusturmasindan da ileri gelebilecegi
diisiiniilmistiir [160]. Bu yiizden yapilacak yeni denemede PvLDH ve bakteriyel kokenli
kontaminant proteinler arasinda disiilfit bagi olusmasimi engellemek icin hiicre lizis
tamponuna 20 mM B-Merkaptoethanol ilave edilmesine karar verilmistir. Ayrica lizis ve
yikama tamponlarindaki tuz ve imidazol konsantrasyonu biraz daha yiikseltilmis ve yikama

asamasinda daha yiiksek konsantrasyonda bir gradient olusturulmustur.
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Sekil 3.18. Deneme 4 ile saflastirilmis PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: CL; 2: FT; 3: W1; 4: W2; 5: W3; 6: El; 7: E2; 8: E3; 9: E4. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: El; 2: E2; 3: E3; 4: E4; 5: ES; 6: E6; 7: E7; 8: E8; 9: E9
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Deneme 5’de Hiicre Lizis Tamponu 4 (LT4: 50 mM NaH,PO4, 1500 mM NacCl, 50 mM
Imidazol, 20 mM B-Mercaptoethanol; pH: 8.0), Yikama Tamponu 6 (WT6: 50 mM
NaH,POy, 1500 mM NaCl, 70 mM Imidazol; pH: 8.0), Yikama Tamponu 7 (WT7: 50 mM
NaH,POy, 1500 mM NaCl, 80 mM Imidazol; pH: 8.0), Yikama Tamponu 8 (WT8: 50 mM
NaH,POy, 1500 mM NaCl, 90 mM Imidazol; pH: 8.0) ve Eliisyon Tamponu 2 (E2: 50 mM
NaH,PO,, 700 mM NaCl, 200 mM Imidazol; pH: 8.0) kullanilmistir. Tablo 3.9.’da
PvLDH’1n Deneme 5 ile saflagtirilma protokoliiniin 6zeti gosterilmistir. Sekil 3.19.’da ise

SDS-PAGE analizi ile elde edilen sonuglar gosterilmistir.

Tablo 3.9. PvLDH’1n Deneme 5 ile saflastirilma protokolii

Hiicre 1. 2. 3. .
Deneme No Kolon Lizisi Yikama Yikama Yikama Eliisyon
5 10mPlk -y iy 4 | 2miwTe | 2ml w7 | 2miwrg | OX0 ml
siringa ET2

M 1 2 3 4 5 6 7 3 9

Sekil 3.19. Deneme 5 ile saflastirilmis PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: CL; 2: FT; 3: W1; 4: W2; 5: W3; 6: El; 7: E2; 8: E3; 9: E4. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: El; 2: E2; 3: E3; 4: E4; 5: ES; 6: E6; 7: E7; 8: E8; 9: E9
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Sekil 3.19.°da goriildiigli gibi bakteriyel kokenli biitiin yabanci proteinler yikama
asamasinda kolondan uzaklastirilmistir ve saf PvLDH proteini elde edilmistir. Ancak 2. ve
3. yikamalarda yabanci proteinlerle birlikte PvLDH proteininde kolondan uzaklastirildig:
goriilmektedir. Dolayisiyla saf PvLDH proteini elde edilmekle birlikte yikama
asamasindaki kayiptan dolay1 konsantrasyon oraninin diistiigii goriilmiistiir. Ancak PvLDH
proteini daha saf elde edildigi icin bir 6nceki denemeden ziyade, bu denemeye ait
protokoliin kullanilmasina karar verilmistir. Protein konsantrasyonunu artirmak igin ise
yapilan 6. Denemede, Deneme 5’deki ayn1 tamponlar kullanilmistir. Kiiltiir hacmi ve buna
bagl olarak kullanilan tamponlarin hacmi 6 kat artirilmistir. Bu nedenle kolon olarak 20

ml’lik siringa kullanilarak daha fazla ylikleme yapilmasi saglanmistir (Tablo 3.10.).

Tablo 3.10. PvLDH’mn Deneme 6 ile saflagtirilma protokolii

Deneme No Kolon IiI;chls‘le 1. Yikama | 2. Yikama | 3. Yikama Eliisyon
6 20mPhk | g i Lt4 | 12mWT6 | 2miwT7 | 12miwTs | 2X3m
siringa ET2

Biiyiik hacimde protein saflagtirmasi ile elde edilen PvLDH proteininin SDS-PAGE
goriintiisii Sekil 3.20.’de goriilmektedir. Buna gére PYLDH proteininin ilk iki eliisyonda
kolondan tamamen eliisyonu yapilarak, saf ve oOnceki denemeye gore ylksek
konsantrasyonda PvLDH proteini elde edilmistir. Onceki denemede yikama asamalarinda
ortaya ¢ikan protein kaybi problemi bu saflastirmada goriilmemistir. Hem biiyiik hacimde
protein saflastirmasi yapilmasi, hem de protein kaybinin olmamasi dolayisiyla eliisyon
orneklerinde onceki denemelere gore daha yiiksek konsantrasyonda protein elde edilmistir.
Ancak yine de protein miktarinin kinetik dl¢timler i¢in yeterli olmayacagi diisiiniilmiistiir.

Deneme 6 ile saf protein elde edilmis olmasina ragmen, yiiksek tuz konsantrasyonunun
kullanilmast 6nemli bir dezavantaj olmustur. Bunun i¢in hem protein miktarint konsantre
etmek, hem de saflastirma sirasinda kullanilan tuzun uzaklastirilmasi i¢in amonyum siilfat
cOktiirmesi ve sonrasinda diyaliz yapilmasina karar verilmistir. Ellisyon o&rnekleri
birlestirilerek 4 °C’de bir gece amonyum siilfat ¢oktiirmesi gerceklestirilmistir. Coktiirme
sonrast santrifiijleme ile konsantre edilen PvLDH proteininden tuz molekiillerini
uzaklastirmak icin protein Orne8i Bis-Tris/KCl, pH: 6.0 cozeltisinde c¢oziilerek aym

cozeltiye kars1 diyaliz yapilmistir.
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Diyalizin ardindan elde edilen saf protein miktarini 6lgmek icin ilk olarak web tabanl
“Peptide Property Calculator” isimli program ile PvLDH’mn molekiil agirligt (MW) ve
ekstinksiyon katsayis1 ([]) hesaplanmigtir. Buna gére PvLDH’1in molekiil agirhigr 34221
g/mol ve ekstinksiyon Kkatsayist 16410 cm'M"' olarak bulunmustur. Ardindan
spektrofotometre ile PvLDH saf proteininin Ajgodegeri dl¢giilmiistiir. Buna gére PvLDH saf
proteininin 280 nm’deki absorbans degeri 0,044 olarak okunmustur.

Bolim 2.2.18.’de anlatildig1 gibi yapilan hesaplamanin ardindan Deneme 6 ile elde
edilen saf PvLDH proteininin miktar1 0,09 mg/ml olarak bulunmustur. Elde edilen protein
yeteri kadar saf olmasina ragmen diisiik miktarda elde edilmistir.

Protokol 1, Deneme 6 ile tamamen optimize edilmesine ragmen enzim miktarinin diisiik
olmasi, saflastirma sirasinda yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilmasi, yikama sayisinin
fazla olmasi gibi bir¢cok islemden dolayi, proteinin olumsuz etkilenmesine bagli olarak
yapilan 6n kinetik analizlerde enzimin diisiik aktivite gostermesi ve proteini saflagtirmak
icin bu protokoliin ¢ok basamakli bir islem olmasi gibi sebeplerden dolay1 bu protokoliin

yerine, yeni bir saflastirma protokoliiniin uygulanmasina karar verilmistir.

Sekil 3.20. Deneme 6 ile saflastirilmis PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: CL; 2: FT; 3: W1; 4: W2; 5: W3; 6: El; 7: E2; 8: E3; 9: E4. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: El; 2: E2; 3: E3; 4: E4; 5: ES; 6: E6; 7: E7; 8: E8; 9: E9
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3.2.1.10.2. PVLDH Proteininin Saflastirilmasi I¢in Protokol 2’nin Kullanilmasi

PvLDH proteininin Ni-NTA agaroz ile saflagtirilmasi i¢in ikinci yontem olarak Boliim
2.2.15.2.’de anlatilan Protokol 2 [74] kullanilmistir. Bu protokolde kullanilan tuz
konsantrasyonu (300 mM) oldukga diigiiktiir. Bununla birlikte kullanilan biitiin tamponlar,
proteinler arasindaki hidrofobik etkilesimleri engellemek i¢in % 10 gliserol igermektedir.
Boylece bakteriyel kokenli kontaminantlarin  azaltilmasi  saglanmugtir.  Imidazol
konsantrasyonu hiicre lizisi ve yikama asamalarinda 20 mM, protenin eliisyonu asamasinda
ise 250 mM kullanilmistir. Sekil 3.21.’de Protokol 2 ile saflagtirilan PvLDH proteininin
SDS-PAGE ile analizi gosterilmistir.

Sekil 3.21. Protokol 2 ile saflastirilmig PvLDH proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: CL; 2: FT1; 3: FT2; 4: FT3; 5: W1; 6: W2; 7: W3; 8: E1; 9: E2. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: E3; 2: E4; 3: ES; 4: E6; 5: E7; 6: ES; 7: E9; 8: E10; 9: E11

Sekil 3.21.°’de alinan sonuglara gore ilk siiziintii 6rneklerinde matrikse tutunamayan bir

miktar PYLDH proteini kaybedilmis olmakla birlikte eliisyon 6rneklerinde bol miktarda

95



PvLDH proteini elde edilmistir. Ancak sadece eliisyonlarin SDS-PAGE analizinin
yapildig1 Sekil 3.21.b.’de goriildiigii gibi PYLDH proteininin yaninda Ni-NTA agaroz
matrikse affinitesi olan yaklasik olarak 66 kDa biiyiikliiglinde yabanci bir protein daha
elisyonlarda goriilmektedir. Bu yabanci protein Protokol 1’in optimize edilmesi i¢in
yapilan denemelerde de kolondan uzaklastirllamamis ve saf proteinin elde edilmesini
gliclestirmistir. Protokol 1’in optimizasyonu i¢in yapilan Deneme 5 ve Deneme 6’da
goriildiigli gibi bu yabanci proteini kolondan wuzaklastirmak ancak yiiksek tuz
konsantrasyonu ile miimkiin olmaktadir. Fakat bu durumda daha 6nce bahsedildigi gibi
yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilmasi, proteinin olumsuz etkilenmesine bagli olarak
yapilan 6n kinetik analizlerde enzimin diislik aktivite gostermesine neden olabilmektedir.
Bunun i¢in bu protokoliin farkli tamponlar ile yeniden optimize edilmesine gerek
duyulmamigtir. Zaten Sekil 3.21.b.’de goriildiigii gibi 7. eliisyondan sonra bu yabanci
proteinin kayboldugu ve sadece saf PvLDH proteininin elde edildigi gortilmektedir.
Kinetik c¢alismalarinda da tamamen saf olan eliisyon basamagma ait proteinler
kullanilmustir.

SDS-PAGE analizi ile sadece PvLDH proteininin goriildiigii eliisyon Orneginden
yapilan spektrofotometrik Ol¢lim ile saflastirlan PvLDH proteininin 280 nm’deki
absorbans degeri 0,540 olarak okunmustur. Buna goére Boliim 2.2.18.’de anlatildig1 gibi
yapilan hesaplamanin ardindan Protokol 2 ile elde edilen saf PvLDH proteininin miktar1
1,13 mg/ml olarak bulunmustur. Boylece saflagtirilan PvLDH proteini Protokol 1’e gore
yaklagik olarak 13 kat daha fazla miktarda elde edilmistir.

PvLDH proteini ile alinan bu sonuglara gore Protokol 2’nin kinetik ¢alismalar1 sirasinda
kullanilacak saf proteini elde etmek i¢cin daha uygun olacagina karar verilmis ve biitiin

mutant proteinler bu protokole gore saflastirilmistir.

3.2.1.10.3. PvLDH Enziminin Kinetik Analizi

PvLDH enziminin aktivitesinin 6l¢iilmesi UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’in NAD’a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans
degisim orani takip edilerek yapilmistir. Kinetik dl¢timlerin yapilmasi i¢in 9 farkl piriivat
konsantrasyonu (20 uM, 60 uM, 180 uM, 540 uM, 1.6 mM, 4.86 mM, 14.58 mM, 20.4
mM, 29 mM) ve 200 uM NADH kullanilmistir. Biitiin piriivat konsantrasyonlarinda enzim

miktart sabit tutulmustur. 1 ml’lik kiivete enzim ve NADH soliisyonlar1 birakilmis ve en
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son pirlivat ilavesi ile reaksiyon baslatilmistir. Her bir piriivat konsantrasyonunda ii¢ 6l¢tim
yapilip ortalamasi alinmis ve biitiin ¢alisma lic defa tekrar edilerek yine ortalamalar
verilmistir. Ayni islem daha sonra bahsedilecek olan biitiin PvLDH mutant proteinleri i¢in
gergeklestirilmistir.

Enzim ve NADH miktar1 sabit tutularak 9 farkli piriivat konsantrasyonunda PvLDH

enziminin aktivitesi 6l¢iilmiis ve Tablo 3.11.’de verilen degerler elde edilmistir [168].

Tablo 3.11. PvLDH enziminin aktivitesinin NADH’m NAD"a ¢evrilmesi ile 340 nm’deki (AAs4o/dakika)
absorbans degisim oraninin takip edilerek dl¢iilmesi [168].

Oran
Piriivat (mM)
(AA;4/dakika)

0,02 0,048
0,06 0,089
0,18 0,102
0,54 0,127
1,6 0,141
4,86 0,158
14,58 0,143
20,4 0,135
29 0,129

Elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli programa girilmis ve kullanma
klavuzuna gore enzim kinetigi hesaplamalar1 gergeklestirilmistir. PvLDH igin elde edilen

sonuclar Tablo 3.12. ve Sekil 3.22.’de sunulmustur.

Tablo 3.12. PvLDH’mn Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar. PvLDH i¢in
Reduced Chi squared degeri 7.796e-005 olarak tespit edilmistir [168].

Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
Vinax 0.1413 0.0038
K (mM) 0.0378 0.0068
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Sekil 3.22. PvLDH’1n Steady-State kinetik davranigi [168].

Analiz sonucunda tespit edilen V., degerinden ve baslangicta hesaplanan enzim
miktarindan yola ¢ikilarak ke, degeri hesaplanmis ve yorumlamalarda kullanilmistir. Biitiin

bu analizlere gére PvLDH i¢in elde edilen veriler Tablo 3.13.’de sunulmustur.

Tablo 3.13. PvLDH’1n Steady-State kinetik sabiteleri [168].

Enzim K (M) Kear (min™) Kea/Kim (min™ M™)
PvLDH 37.8 190 5.0x10°

PvLDH kullanilarak elde edilen bu sonuglar biitiin mutant proteinler i¢in elde edilen
sonuclarin karsilagtirmali yorumunda kullanilmistir.

Gorildiugu gibi PYLDH i¢in tespit edilen ve NADH 1n kofaktor olarak kullanildigi K,
piriivat degeri yaklasik olarak 38 pM’dir. Enzimin keo (min™") degeri ise 190°dir. Bu deger
literatiir bilgisi ile karsilastirildigi zaman, Brown, ve dig., 2004, PvLDH i¢in K, piriivat
degerini 17 pM olarak bulmugtur [98]. Chaikuad, ve dig., 2005 literatiirtine goére PvLDH
icin Ky, pirtivat degeri 52 pM olarak bulunmustur [111]. Laboratuvar i¢i birligi saglamak
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i¢in ideal olan bu degerlerin yabanil tip enzim i¢in elde edilip daha sonra elde edilen biitiin
verilerin diger mutant proteinlerin analizi ve sonuglarimin yorumunda kullanilmasidir
[169]. Bu nedenle laboratuvar i¢i birligi korumak i¢in PvLDH tamamen farkli metotlar ile
saflagtirllmis ve analiz edilmistir. Bu kararin dogrulugu literatiir arastirmasi ve kinetik
calismasi yapilinca ortaya ¢cikmistir. PvLDH K,, piriivat degeri, Brown, ve dig., 2004
tarafindan [98] 17 uM, Chaikuad, ve dig., 2005 tarafindan [111] 52 uM ve yaptigimiz
calismalarda ise 38 puM olarak tespit edilmistir. Ayn1 farklilik P/LDH’1n analizinde de
yasanmigtir. Farkli gruplarin elde etmis oldugu P/LDH K, piriivat degeri 30-55 uM
arasinda bulunmus olup gruplara gore degiskenlik gostermistir [98, 111, 134, 136, 138].
keat degerinin belirlenmesinde de benzer durum sézkonusudur [98, 111]. Yaptigimiz
calismada konsantrasyon bagimli bir deger olan kg, degerinin diisiik bulunmus olmasi,
protein miktarinin daha diisiik olarak elde edilmis olmasindan kaynaklanabilir ve bu durum
farkli protokoller ile elde ettigimiz protein miktarindaki farkliliklar1 ve yapmis oldugumuz
cok yogun calismalarla saflastirmanin neden optimize edildigini de agiklamaktadir. Bu
nedenle Tablo 3.13.’de sunulan veriler PvLDH’1n biitiin mutant proteinleri i¢in elde edilen
sonuclarin yorumunda kullanilmigtir. Bu kullanimin dogrulugu ileride aciklanacak olan biri

digerinin devamu niteliginde olan tutarli mutagenez sonuglari ile 6zellikle goriilecektir.

3.2.1.11. PvLM1Tg1 ve PvLM2Tg1 Proteinlerinin Saflastiriimasi

PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl mutant proteinleri Protokol 2’ye gore saflastirilmistir. Sekil
3.23. ve 3.24°de bu proteinlerin saflastirma sonrast SDS-PAGE’deki analizleri
gosterilmistir.

Her iki sekilde de goriildiigii gibi hiicre ekstraktindaki yabanci proteinlerin tamamina
yakini ilk yikama ile kolondan uzaklastirilmistir (Sekil 3.23.a. ve Sekil 3.24.a.). Eliisyon
asamasinda PvLMITgl ve PvLM2Tgl proteinleri kolondan alinamanmis, ancak 2.

eliisyondan itibaren kolondan saflastirilmistir.
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Sekil 3.23. Protokol 2 ile saflastirilmig PvLM1Tgl proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: CL; 2: FT1; 3: FT2; 4: FT3; 5: W1; 6: W2; 7: W3; 8: E1; 9: E2. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: E3; 2: E4; 3: ES; 4: E6; 5: E7; 6: ES; 7: E9; 8: E10; 9: E11

Sekil 3.23.b. ve Sekil 3.24.b.’de goriildiigii gibi PvLM1Tgl ve PvLM2Tgl protein
ornekleri 3. eliisyon Orneklerinden itibaren yogun miktarda kolondan saflastirilmistir.
Ancak yaklagik olarak 66 kDa biiyiikliiglindeki yabanci bir proteinde PvLMI1Tgl ve
PvLM2Tgl proteinlerinin herbiri ile birlikte kolondan alindig1 i¢in bu proteinler tamamen
saf olarak elde edilememistir. Ancak 7. eliisyondan itibaren bu yabanci proteinin
kayboldugu ve sadece saf PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl mutant proteinlerin elde edildigi

goriilmektedir.
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Sekil 3.24. Protokol 2 ile saflastirilmis PvLM2Tgl proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: CL; 2: FT1; 3: FT2; 4: FT3; 5: W1; 6: W2; 7: W3; 8: E1; 9: E2. (b) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: E3; 2: E4; 3: ES; 4: E6; 5: E7; 6: ES; 7: E9; 8: E10; 9: E11

3.2.1.12. PvLMITgl ve PvLM2Tgl Proteinlerinin Konsantrasyonlarimmin

Hesaplanmasi

Web tabanli “Peptide Property Calculator” isimli program ile PvLMITgl ve
PvLM2Tgl proteinlerinin molekiil agirliklar1 (MW) sirasiyla 34180 g/mol ve 34153 g/mol,
ekstinksiyon katsayilar1 ([1) 16410 ¢cm'M" olarak bulunmustur. PvLMITgl ve
PvLM2Tg]l proteinlerinin spektrofotometre ile dl¢iilen Aygy degerleri ise sirasiyla 1,945 ve
1,904°diir. Buna gore saflastirilan PvLM1Tgl ve PvLM2Tg]1 proteinlerinin her ikisinin de
miktar1 yaklasik olarak 4 mg/ml olarak bulunmustur.
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3.2.1.13. PvLM1Tg1 ve PvLM2Tg1 Enzimlerinin Kinetik Analizi

PvLMITgl enziminin aktivitesinin Ol¢iilmesi UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’in NAD’a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAss/dakika) absorbans

degisim orani takip edilerek yapilmis ve Tablo 3.14.’de verilen degerler elde edilmistir.

Tablo 3.14. PvLMITgl enziminin aktivitesinin NADH’Im NAD"a c¢evrilmesi ile 340 nm’deki
(AA;4/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek 6lgiilmesi

Oran
Piriivat (mM) (AAs4/dakika)

00 0,038
0,06 0,083
0,18 0,118
0,54 0,151
o 0,163
4,86 0,170
14.58 0,164
20,4 0,163
5 0,159

Elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli programa girilmis ve kullanma
klavuzuna gore enzim kinetigi hesaplamalar1 gergeklestirilmistir. PvLM1Tgl i¢in elde

edilen sonuglar Tablo 3.15. ve Sekil 3.25.’de sunulmustur.

Tablo 3.15. PvLM1Tg1’in Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar

Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
V max 0.1658 0.0020
K (mM) 0.0639 0.0051
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Sekil 3.25. PvLM1Tg1’in Steady-State kinetik davranist

Analiz sonucunda tespit edilen V.« degerinden ve baslangigta hesaplanan enzim

miktarindan yola ¢ikilarak k., degeri hesaplanmis ve yorumlamalarda kullanilmistir. Biitiin

bu analizlere gére PvVLM1Tgl i¢in elde edilen veriler Tablo 3.16.’da sunulmustur.

Tablo 3.16. PvLM1Tg1’in PvLDH ile karsilastirmali Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim K (uM) Keae (min™) Kear/ K (min™ M™)
PvLDH 37.8 190 5.0x10°
PvLMITgl 63.9 112 1.8x10°

PvLM2Tgl enziminin aktivitesinin Ol¢iilmesi UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’in NAD"a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans

degisim orani takip edilerek yapilmis ve Tablo 3.17.’de verilen degerler elde edilmistir.
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Tablo 3.17. PvLM2Tgl enziminin aktivitesinin NADH’m NAD"a c¢evrilmesi ile 340 nm’deki
(AA;40/dakika) absorbans degisim oraninin takip edilerek dlgiilmesi

Piriivat (mM) Oran
(AA;4/dakika)

0,02 0,030
0,06 0,069
0,18 0,111
0,54 0,150
1,6 0,171
4,86 0,185
14,58 0,174
20,4 0,165
29 0,161

Tablo 3.17.’de sunulan veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli programa girilmis ve
kullanma klavuzuna goére enzim kinetigi hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. PvLM2Tgl

icin elde edilen sonuglar Sekil 3.26. ve Tablo 3.18.’de sunulmustur.
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Sekil 3.26. PvLM2Tg]1’in Steady-State kinetik davranist
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Tablo 3.18. PvLM2Tg1’in Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar

Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
V inax 0.1740 0.0038
K (mM) 0.0931 0.0132

Analiz sonucunda tespit edilen V. degerinden ve baglangicta hesaplanan enzim

miktarindan yola ¢ikilarak ke, degeri hesaplanmis ve yorumlamalarda kullanilmistir. Biitiin

bu analizlere gore PvLM2Tgl i¢in elde edilen veriler Tablo 3.19.’da sunulmustur.

Tablo 3.19. PvLM2Tg1’in PvLDH ve PvLMI1Tgl ile karsilastirmali Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim K (M) Keae (min™) Kea/Kim (min™ M™)

PvLDH 37.8 190 5.0x10°
PvLMI1Tgl 63.9 112 1.8x10°
PvLM2Tgl 93.1 121 1.3x10°

PvLM1Tgl mutagenezi ile PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki ilave 5 aminoasit olan
DKEWN aminoasitleri DSEWN haline getirilerek Toxoplasma gondii LDH1’i (Tg1LDH)
taklit edilmistir. Yapilan ikinci mutagenez olan PvLM2Tgl1 ile de PvLDH’n aktif bolge
halkasindaki ilave 5 aminoasit olan DKEWN aminoasitleri DSEWS haline getirilerek
Toxoplasma gondii LDH1’in pentapeptid insersiyonu tamamen taklit edilmistir. Tablo
3.19.’da goriildigi gibi PYLDH enziminin K,, degeri PvLMI1Tgl mutagenezi ile % 69
oraninda bir artis gostererek 37.8 uM’dan 63.9 puM’a yiikselmistir. Yine PvLM2Tgl
mutagenezi ile K, degeri yaklasik olarak 2.5 kat artarak 93.1 uM’a yiikselmistir. K,
degerindeki bu artig, yapilan mutagenezler ile enzimin piriivata ilgisinin azaldigini ve buna
bagli olarak bu substrata baglanmasmin zayifladigin1 gostermektedir. Ayrica PvLM1Tgl
mutagenezi, devami niteliginde olan PvLM2Tgl mutagenezi ile karsilastirildigi zaman K,
degerinin arttig1 goriilmektedir. Bu durum her asamada yapilan mutagenez ile enzimin
substratina biraz daha zayif baglandigin1 gostermektedir. PvLDH enziminin pentapeptid
insersiyonu 7glLDH’dakine benzetildigi zaman protein aktivitesini devam ettirmekte,
ancak Boliim 1.4.1.°de agiklanan katalitik mekanizmasi olumsuz etkilenmekte ve katalitik
halka olmas1 gerektigi gibi kapanamadig1 i¢in K;,, degeri ylikselmekte ve piriivata zayif bir

baglanma gerceklesmektedir. Katalitik halkanin iyi kapanamadiginin bir diger gostergesi
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de PvLMI1Tgl ve PvLM2Tgl mutant proteinlerinin k.,; degerlerinin PvLDH’a gore diisiik
olmasma bagli olarak kataliz hizlarinin zayiflamasidir. PvLDH enzimi aktif bolge
halkasinda sahip oldugu pentapeptid insersiyonu ile substratina daha iyi baglanmakta ve
katalizini daha iyi gergeklestirmektedir. Ancak PvLMITgl ve PvLM2Tgl mutant
proteinlerinin K, degerlerindeki yiikselme ve k. degerlerindeki diisiis enzimin aktif
bolgesinin piriivata ulasma kapasitesinin azaldigini ve piriivata baglanmasina ragmen turn

over kapasitesinin (enzim doniisiim hiz1) diistiigiinii gdstermektedir.

3.2.2. PVLDH Enziminin Aktif Bolge Halkasindaki Pentapeptid Insersiyonunun

EtLDH’daki insersiyona Benzetilmesi ve Analiz Edilmesi

PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonu ikinci model
Apikompleksan Eimeria tenella’nin LDH enzimindeki (EfLDH) pentapeptid insersiyonuna
benzetilmistir (Sekil 3.27.). Bunun i¢in her asamada sadece bir aminoasit degistirilmistir.
PvLDH geninin/enziminin pentapeptid insersiyonu iki asamada tamamen EfLLDH’a
benzetilmis ve her asamadan sonra yapilan degisiklik analiz edilmistir. Elde edilen mutant

PvLDH genleri/enzimleri sirasityla PvLM1Et ve PVLM2Et olarak adlandirilmastir.

98 108 109
Insan-m AGARQQ-EGES .. .. .RL
insan-h AGVRQQ-EGES. ... .RL

PVLIDH AGFTKA-PGKSDEKETWNRD
EtLDH A GITKA-AGKSDOQETWSREK
PvIMIEt AGFTKA-PGKSDQEWNRD
PVLM2Et A GF TKA-PGKSDQEWSRD

Sekil 3.27. PvLDH’in aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun EfLDH’dakine benzetilmesi.
Degistirilen aminoasitler koyu renkli ve alti ¢izili olarak gosterilmistir. (104. aminoasit tanimlanmamustir).

Mutant PvLDH genleri olan PvLM1Et ve PvLM2Et genlerini elde etmek ve klonlamak
icin Boliim 3.2.1.°de ve altboliimlerinde yapilan deneysel yontemlerin aynisi yapilmis olup

benzer sonuclar alinmustir.
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Her iki mutant gen i¢in sirasiyla 299 bp ve 310 bp biiyiikliiglinde A fragmenti ve 721 bp
bliyiikliiglinde B fragmenti elde edilmis olup bu fragmentler PCR ile birlestirilerek tam
uzunlukta PvLM1Et ve PvLM2Et genleri elde edilmistir.

PvLMI1Et ve PvVLM2Et genleri yine EcoRI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleri
ile kesilerek yapiskan uglar olusturulmus ve pKK223-3 vektoriine ligasyonlar1 yapilmaistir.
Elde edilen rekombinant PvLMIEt ve PvLM2Et genleri kompetant E. coli JM105
hiicrelerine aktarilmistir. Daha sonra koloni PCR yapilarak PvLM1Et ve PvLM2Et genleri
etidyum bromiir ile boyal1 % 1’°lik agaroz jelde yiiriitiilerek gézlenmistir.

Sekil 3.28.’de koloni PCR sonrasi pozitif sonuglar goriilmektedir. Hat 1-4’de PvLM1Et
geni i¢in, hat 5-8’de ise PvLM2Et geni i¢in koloni PCR sonuglar goriilmektedir. Her iki
gen i¢in de beklenen bant biiyiikliigii yaklasik olarak 1 kb olup biitiin sonuglarin pozitif

oldugu goriilmektedir.

1 kb—

M1 2 3 45 6 7 B8

Sekil 3.28. Koloni PCR sonrasi pozitif sonuglarin jelde goriintiilenmesi. Hatlar: M: Markir (Hyper Ladder I);
1-4: PvLMIEt geni i¢in pozitif sonuglar; 5-8: PVLM2Et geni i¢in pozitif sonuglar

Koloni PCR ile alinan muhtemel pozitif sonuglar1 kesin olarak dogrulamak igin
PvLMIEt ve PvLM2Et genlerinin Pv16 ve Pv17 primerleri ile ¢ift yonli dizi analizi
yaptirilmstir.

Sekil 3.29.da mutant PvLDH geni PvLMIEt’nin ¢ift yonlii dizileme sonuglar
goriilmektedir. PVLM1Et’in her iki zincirinde gerceklestirilen mutagenez (Sekil 3.29. a ve
b) ile AAG kodonu CAA kodonuna ¢evrilerek Kioss—Qioss mutagenezi
gergeklestirilmistir. Mutant PvLDH geni PvLM2Et’nin ¢ift yonlii dizileme sonuglarinin
gosterildigi Sekil 3.30.’da ise, Kjosg —Qiosg mutagenezi i¢in AAG kodonlarinin CAA
kodonlarina ve Njogg—Sjosg mutagenezi i¢in AAC kodonlarinin TCG kodonlarina
basariyla degistirildigi (Sekil 3.30.a.) ve komplementer zincirde de ayni mutagenezin

gergeklestigi (Sekil 3.30.b.) goriilmektedir.
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Mutant PvLMI1Et ve PvLM2Et genleri yonlendirilmis mutagenez ile elde edilip
altklonlamalar1 yapildiktan sonra bu mutant genlerin herbirinin aktarildiklar1 £. coli IM105
hiicrelerindeki ekspresyonlarini kontrol etmek i¢in SDS-PAGE ile genel protein analizi
yapilmistir. Buna gore To, Tie, Ti ve T, donemlerindeki Orneklerde protein
ekspresyonunun zayif olmasindan dolay1 bu protein bantlar1 goriilmemistir. PVLMI1Et ve
PvLM2Et proteinlerinin ekspresyonu T; doneminden itibaren goriilmekte olup en iyi

protein ekspresyonu bir gecelik drneklerde gozlenmistir (Sekil 3.31. ve Sekil 3.32.).

M1 2 3 4 5 & 7 8§

Sekil 3.31. PvLMI1Et genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli JIM105 hiicre ekstraktlarin genel protein
profili. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SM0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JM105
hiicrelerinin genel protein profili; 2 ve 3: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Et genini iceren E. coli
JM105 hiicrelerinin T; protein profili; 4 ve 5: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Et genini iceren E. coli
JM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 6 ve 7: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Et genini iceren E. coli
JM105 hiicrelerinin Toy protein profili; 8: insan LDH-M saf proteini

—-~36kDa

Sekil 3.32. PvLM2Et genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli IM105 hiicre ekstraktlarinin genel protein
profili. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JM105
hiicrelerinin genel protein profili; 2 ve 3: indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Et genini iceren E. coli
JM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 4 ve 5: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Et genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 6 ve 7: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Et genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin Toy protein profili; 8: insan LDH-M saf proteini
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Mutant proteinlerin eksprese edildigi E. coli IM105 hiicrelerinin indiikleme sonrasi 3.
saatinden itibaren (T3 donemi) proteinin ekspresyonu jel iizerinde goriilebildigi i¢in bu
stirecin oncesindeki orneklerin SDS-PAGE goriintiisii gosterilmemistir.

Sekil 3.31. ve Sekil 3.32.de goriildiigii gibi “1” ile gosterilen mutant proteinlerin E.
coli JM105 bakteri soyundaki zayif ekspresyonlarindan dolay1 en iyi protein ekspresyonu
bakteri hiicre sayisinin artisina paralel olarak bir gecelik 6rneklerde gézlenmistir. Bunun
icin bir gecelik orneklerin siipernatantinin ve peletinin SDS-PAGE ile analizi yapilarak
PvLMI1Et ve PVLM2Et proteinlerinin ¢dzilinebilir formda olup olmadiklarinin belirlenmesi
amaglanmistir.

Sekil 3.33. ve Sekil 3.34.’de indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Et ve PvLM2Et
genlerini iceren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin genel protein profili ve aym
zamanda siipernatant ve pelet fazlarmin protein profilleri goriilmektedir. Her iki jel
goriintiistinde de gorildiigii gibi PVLM1Et ve PVLM2Et genlerinin herbirinin aktarildig1 E.
coli JM105 hiicrelerinin genel protein profilinde goriilen mutant proteinlerin bantlari,
slipernatant ve pelet fazlari ayr1 ayr1 incelendigi zaman sadece siipernatant fazinda
goriilmektedir. Pelet fazinda ise bu protein bandi goriilmemektedir. Dolayisiyla hem
PvLMIEt proteininin hem de PvLM2Et proteininin ¢oziinebilir formda ekspresyonu
yapilmistir. Ancak zayif ekspresyondan dolay1 genel protein profilinde goriildiigii gibi her

iki protein de sadece indiiklenmis siipernatant fazinda gortilmustiir.

M 1 23 4 5 6 7 89

Sekil 3.33. PvLMIEt genini igeren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlarmm protein
profillerinin ayr1 ayr1 gdsterilmesi. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1 ve 2: Herhangi bir genin
aktarilmadig1 E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari; 3 ve 4: Indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvLMIEt genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin genel protein profili; 5 ve 6: Indiiklenmemis
ve indiiklenmis PvLMI1Et genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 7 ve 8:
Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLMI1Et genini iceren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin pelet faz1; 9:
Insan LDH-M saf protein
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M. I 2 '3 4 5 6 7T 8 9

Sekil 3.34. PvLM2Et genini igceren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlarmm protein
profillerinin ayr1 ayr1 gdsterilmesi. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1 ve 2: Herhangi bir genin
aktarilmadig1 E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari; 3 ve 4: Indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvLM2Et genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin genel protein profili; 5 ve 6: Indiiklenmemis
ve indiiklenmis PvLM2Et genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 7 ve 8:
Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Et genini iceren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin pelet faz1; 9:
Insan LDH-M saf proteini

PvLMIEt ve PvLM2Et proteinlerini kesin olarak belirlemek i¢in protein
ekspresyonunun SDS-PAGE ile analizinden sonra Western blot yapilmistir. Western blot
icin primer antikor olarak yine P/LDH poliklonal antikoru kullanilmistir (Sekil 3.35.).

— 180
— 116

— 8
— 58
— 485

— 36.5
~34kDa—| W “ —— 5

1 2 3 M

Sekil 3.35. PVLM1Et ve PvLM2Et proteinlerinin Western blot ile gdsterilmesi. Hatlar: 1: Indiiklenmis
PvLDH genini igeren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 2: Indiiklenmis PvLM1Et
genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 3: indiiklenmis PVLM2Et genini igeren
bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; M: Markir (SDS 7B)

Sekil 3.35.°de PvLMIEt ve PvLM2Et proteinlerinin Western blot sonuglar
goriilmektedir. Hem hat 1’de pozitif kontrol olarak gosterilen PvLDH bandindan hem de
hat 4’de gosterilen markirin 36.5 kDa biiytikliigiindeki bandindan anlagilacag: gibi her iki

protein de tespit edilmistir. Boylece jel iizerinde net bir sekilde goriilemeyen proteinlerin
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Western blot membrani iizerindeki bantlari, PvLM1Et ve PvLM2Et proteinlerinin E. coli
JM105 bakteri hiicrelerinde ekspresyonlarinin yapildigini ve hiicrede ¢oziinebilir formda
bulundugunu gostermektedir. Ayrica Onceki iki mutant protein PvLMITgl ve
PvLM2Tgl’de oldugu gibi P/LDH n poliklonal antikoru PvLM1Et ve PvLM2Et mutant
proteinleri ile de ¢apraz reaksiyon gostermektedir. Bu durum poliklonal antikorun tanidigi
protein epitopunun mutant proteinlerde degistirilmemis oldugunu goéstermektedir. Sekil
3.35.°de PvLM1Et ve PvLM2Et proteinlerinin bantlarina ilave olarak yaklasik olarak 84
kDa biiytikliigiinde yabanci bantlarda elde edilmistir. Kullanilan primer antikor poliklonal
oldugu i¢in bu bantlarin goriilmesi son derece normaldir. Bu bantlarin, kullanilan
poliklonal antikorun bakteriyel kokenli farkli proteinleri tanimasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

PvLMI1Et ve PvLM2Et proteinlerinin ¢dziinebilir formda eksprese edildikleri tespit
edildikten sonra 6n aktivite kontrolii yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.20. ve Tablo

3.21.’de gosterilmistir.

Tablo 3.20. PvLM1Et proteininin aktivitesinin 6l¢iilmesi. (LDH aktivitesinin 6l¢iilmesi 3 defa tekrar edilmis
olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

ODgoo
AAj4/dakika (Seyreltme 10 mM Piriivat | 1 mM Piriivat
Faktorii: 1/10)

Indiiklenmemis 0,237 0,051 0,072

= - 3 saat
PvLMIEt genini Indiiklenmis 0,184 0,145 0,216
igeren E. coli IM105 | Indiiklenmemis 0,379 0,067 0,053
indiiklenmis Bir gece 0,321 0,497 0,645
3 saat 0,217 0,020 0,021
E. coli IM105 Bir gece 0,388 0,080 0,039

Tablo 3.20.°de alinan sonuglara gore PvLMIEt proteini aktif olup Kjosg—Qioss
aminoasit degisikligi, PvLMI1Tgl mutagenezinde yapilan K;osg—Siosg aminoasit
degisikliginde oldugu gibi PvLDH proteininin aktivitesinde hi¢bir degisiklik yapmamustir.
Tablo 3.21.’de alinan sonuglar ise Kjosg—Qi0ss mutagenezi ile birlikte Njosg—Siose
mutagenezinin de protein aktivitesini etkilemedigini gostermektedir. Dolayisiyla

PvLDH’m polar ve hidrofilik K;osg ve Njosg aminoasitlerinin ££LDH’1n yine ayn1 gruptan
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Qioss ve Sjosp aminoasitleri ile degistirilmesi PvLDH proteininin aktivitesini ortadan

kaldiracak herhangi bir konformasyonel degisim meydana getirmemistir.

Tablo 3.21. PvLM2Et proteininin aktivitesinin 6l¢iilmesi. (LDH aktivitesinin 6l¢iilmesi 3 defa tekrar edilmis
olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

ODs¢oo
AAj4/dakika (Seyreltme 10 mM Piriivat | 1 mM Piriivat
Faktorii: 1/10)

Indiiklenmemis 0,213 0,033 0,053

= - 3 saat
PvLM2Et genini Indiiklenmis 0,217 0,169 0,215
igeren E. coli IM105 | Inditklenmemis 0,383 0,077 0,068
Indiiklenmis Bir gece 0,342 0,321 0,428
3 saat 0,217 0,020 0,021
E. coli IM105 Bir gece 0,388 0,080 0,039

Tablo 3.20. ve Tablo 3.21.’de alinan sonuglara goére 3 saatlik 6rneklerle birlikte bir
gecelik Orneklerde bile indiikleme yapilmadigi zaman aktivite goriilmezken ancak
indiiklenmis o6rneklerde aktivite Olgiilmiistir. Bu durumun PvLMI1Et ve PvLM2Et
genlerinin klonlandig1 ekspresyon vektoriindeki Pg.’in giiglii bir promotor olmasina
ragmen ekspresyon icin IPTG ile indiiklemeye ihtiya¢c duymasindan kaynaklandig:
distiniilmektedir.

PvLMI1Et ve PvLM2Et proteinlerinin ekspresyonlarinin yapildigi dogrulanip aktiviteleri
Olciildiikten sonra bu proteinler Bolim 2.2.15.2.°de anlatildig1 gibi Protokol 2 ile
saflastirilmistir.

Sekil 3.36. ve Sekil 3.37.’de goriilen saflagtirilmig PvLM1Et ve PvLM2Et proteinlerinin
SDS-PAGE analizine gore her iki proteinin Protokol 2 ile saflastirilmasi sonrasinda benzer
sonuclar alinmistir. Buna gore ilk siiziintii ve yikama ile hiicre ekstraktindaki neredeyse
biitiin yabanci proteinler kolondan uzaklastirilmistir. Eliisyon 6rneklerinde goriilen bazi
yabanci proteinler ise azalan konsantrasyonlarina bagli olarak son eliisyon orneklerinde

kaybolmus ve boylece PvVLM1Et ve PVLM2Et proteinleri saf olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.36. Protokol 2 ile saflagtirilmig PVLM1Et proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: CL; 2: FT1; 3: FT2; 4: FT3; 5: W1; 6: W2; 7: W3; 8: E1; 9: E2. (b) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: E3; 2: E4; 3: ES; 4: E6; 5: E7; 6: E8; 7: E9; 8: E10; 9: E11

Sekil 3.37. Protokol 2 ile saflagtirilmig PvLM2Et proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: CL; 2: FT1; 3: FT2; 4: FT3; 5: W1; 6: W2; 7: W3; 8: E1; 9: E2. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: E3; 2: E4; 3: ES; 4: E6; 5: E7; 6: ES; 7: E9; 8: E10; 9: E11
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Sirasiyla 34221 g/mol ve 34194 g/mol molekiil agirhigindaki saf PvLM1Et ve PvLM2Et
proteinlerinin ekstinksiyon katsayilari 16410 cm™M™ olarak bulunmustur. Asgy degerleri
strastyla 0,782 ve 0,744 olarak oOlciilen saf PVLM1Et ve PvLM2Et proteinlerinin her ikisi
de 1,6 mg/ml miktarinda elde edilmistir.

PvLMI1Et enziminin aktivitesinin Ol¢lilmesi UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’in NAD"a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans

degisim orani takip edilerek yapilmis ve Tablo 3.22.’de verilen degerler elde edilmistir.

Tablo 3.22. PVLM1Et enziminin aktivitesinin NADH’mn NAD""a ¢evrilmesi ile 340 nm’deki (AAs4/dakika)
absorbans degisim oraninin takip edilerek dl¢iilmesi

Piriivat (mM) Oran
(AA;4/dakika)

0,02 0,034
0,06 0,056
0,18 0,089
0,54 0,112
1,6 0,127
4,86 0,155
14,58 0,139
20,4 0,133
29 0,125

Elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli programa girilmis ve kullanma
klavuzuna gore enzim kinetigi hesaplamalar1 gergeklestirilmistir. PvLM1Et i¢in elde edilen

sonuclar Tablo 3.23. ve Sekil 3.38.’de sunulmustur.

Tablo 3.23. PvLM1Et’nin Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar

Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
V inax 0.1368 0.0045
Ky (mM) 0.0863 0.0183
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Sekil 3.38. PvLM1Et’nin Steady-State kinetik davranisi

Analiz sonucunda tespit edilen V.« degerinden ve baglangigta hesaplanan enzim
miktarindan yola ¢ikilarak ke, degeri hesaplanmis ve yorumlamalarda kullanilmistir. Biitiin

bu analizlere gére PVLMI1Et icin elde edilen veriler Tablo 3.24.’de sunulmugtur.

Tablo 3.24. PvLM1Et’nin PvLDH ile karsilagtirmali Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim K (uM) Keae (min™) Kear/ K (min™ M™)
PvLDH 37.8 190 5.0x10°
PvLMIEt 86.3 122 1.4x10°

PvLM2Et enziminin aktivitesinin Ol¢iilmesi UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’in NAD"a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans

degisim orani takip edilerek yapilmis ve Tablo 3.25.’de verilen degerler elde edilmistir.
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Tablo 3.25. PvLM2Et enziminin aktivitesinin NADH’in NAD ’a ¢evrilmesi ile 340 nm’deki (AA;4/dakika)
absorbans degisim oraninin takip edilerek dl¢iilmesi

Piriivat (mM) Oran
(AA;4/dakika)

0,02 0,034
0,06 0,074
0,18 0,115
0,54 0,151
1,6 0,165
4,86 0,167
14,58 0,154
20,4 0,145
29 0,137

Tablo 3.25.’de sunulan veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli programa girilmis ve
kullanma klavuzuna gdre enzim kinetigi hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. PvLM2Et i¢in

elde edilen sonuglar Sekil 3.39. ve Tablo 3.26.’da sunulmustur.

0,18 T | T [ T | T
0,16
0,14

0,12

Oran

01 |J- —

008 |- —

006 |- —
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004 |- —
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Piritvat Konsantrasyonu (mh)

Sekil 3.39. PvLM2Et’nin Steady-State kinetik davranisi
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Tablo 3.26. PvLM2Et’nin Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar

Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
Vinax 0.1567 0.0052
K (mM) 0.0629 0.0138

Analiz sonucunda tespit edilen V. degerinden ve baglangicta hesaplanan enzim

miktarindan yola ¢ikilarak ke, degeri hesaplanmis ve yorumlamalarda kullanilmistir. Biitiin

bu analizlere gore PVLM2Et i¢in elde edilen veriler Tablo 3.27.’de sunulmustur.

Tabloe 3.27. PvLM2Et’nin PvLDH ve PvLMI1Et ile karsilagtirmali Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim K (M) Keae (min™) Kea/Kim (min™ M™)

PvLDH 37.8 190 5.0x10°
PvLM1Et 86.3 122 1.4x10°
PvLM2Et 62.9 187 3.0x10°

PvLMI1Et mutagenezi ile PvLDH 1n aktif bolge halkasindaki ilave 5 aminoasit olan
DKEWN aminoasitleri DQEWN haline getirilerek Eimeria tenella LDH’ina kismen
benzetilmistir. ikinci asamada ise PvLM2Et mutagenezi yapilarak PvLDH’1n aktif bolge
halkasindaki ilave 5 aminoasit olan DKEWN aminoasitleri DQEWS haline getirilerek
Eimeria tenella LDH 1nin pentapeptid insersiyonu tamamen taklit edilmistir. PvLM1Et
mutant proteininin Ky, piriivat degeri iki katina ¢ikarken ke, degeri diigmiistiir. Dolayisiyla
bu mutagenez ile enzimin substratina ilgisi azalmakla birlikte kataliz hiz1 azda olsa
diismiistiir. PvLM2Et mutant proteininin ise K, degeri yilikselmis olup, k.. degeri
degismemistir. Bu durum enzimin kataliz gbrevini yaptig1 halde substratina olan ilgisini
onemli bir oranda kaybettigini gostermektedir. Ayrica yapilan degisiklikler sonucunda
PvLM2Et mutant proteini, PvLM1Et mutant proteinine gore yabanil tip proteine (PvLDH)
daha yakin degerler ile sonuglanmistir. Bununla birlikte bu mutagenezler 7g1 LDH 1n taklit
edildigi mutagenezlerde oldugu gibi protein ilizerinde c¢ok c¢arpict bir degisiklik

yapmamistir.
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3.2.3. PVLDH Enziminin Aktif Bolge Halkasindaki Pentapeptid Insersiyonunun

TpLDH’daki Insersiyona Benzetilmesi ve Analiz Edilmesi

PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonu son olarak model
Apikompleksan  Theileria parva’nin  LDH enzimindeki (7pLDH) pentapeptid
insersiyonuna benzetilmistir (Sekil 3.40.). [1k asamada Dosa—Nioga mutagenezi yapilmis,
ikinci asama da ise DjosaKioss—NiosaEiosg mutagenezi ile PvLDH geninin/enziminin
pentapeptid insersiyonu tamamen 7pLDH’a benzetilmistir. Her asamadan sonra yapilan
degisiklik analiz edilmistir. Elde edilen mutant PvLDH genleri/enzimleri sirasiyla

PvLMITp ve PvVLM2Tp olarak adlandirilmistir.

98 108 109
Iinsan-m AGARQQ-EGES. ... .RL
Insan-h AGVRQQ-EGES .. .. .RL

PVLDH AGFTKA-PGKSDEKEWNTRD
TpLDH AGLAKA-PAKSNEEWNTRD

PvLM1Tp AGFTEKA-PGKS KEWNRD

1=

PvLM2Tp AGFTKA-PGKS N E EWNRD

Sekil 3.40. PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun 7pLDH’dakine benzetilmesi.
Degistirilen aminoasitler koyu renkli ve alti ¢izili olarak gosterilmistir. (104. aminoasit tanimlanmamuistir).

Mutant PvLDH genleri olan PvLM1Tp ve PvLM2Tp genlerini elde etmek ve klonlamak
icin Boliim 3.2.1.°de ve altboliimlerinde yapilan deneysel yontemlerin aynisi yapilmis olup
benzer sonuglar alinmustir.

Her iki mutant gen i¢in sirasiyla 297 bp ve 301 bp biiyiikliiglinde A fragmenti ve 724 bp
bliyiikliiglinde B fragmenti elde edilmis olup bu fragmentler PCR ile birlestirilerek tam
uzunlukta PvLM1Tp ve PvLM2Tp genleri elde edilmistir.

Tez c¢alismasinin yapilmas: sirasinda biitiin A ve B fragmentlerinin elde edilmesi
asamasindan restriksiyon endoniikleazlarla kesim asamasina kadar DNA ornekleri birkag
kez agaroz jelde yiiriitiilmiis ve daha sonra jelden saflastirilmistir. Jelden saflagtirma
sirasinda DNA oOrneklerinin kismi olarak kaybindan dolay1r konsantrasyon diistiigiinden
bazi durumlarda ligasyon oncesi asamada yeterli miktarda DNA 6rnegi elde edilememistir.
Bunun i¢in jelden DNA izolasyonu sirasinda meydana gelen kayip dikkate alinarak biitiin
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A ve B fragmentlerinin birlestirilmesi ve endoniikleazlarla kesimi asamalarinda birden
fazla 6rnek hazirlanmis ve bu 6rnekler jelden saflastirilma islemi sirasinda birlestirilerek
konsantrasyonlarinin artirilmasi saglanmistir.

Sekil 3.41.’de, PvLMI1Tp ve PvVLM2Tp genleri kristal viyole ile boyal1 % 1’°lik agaroz
jel tlzerinde kalin bantlar seklinde goriilmektedir. DNA ornekleri jelden kesilerek

saflagtirilmis ve ayni zamanda bu asamada birlestirilmistir.

951 bp—

951 bp—

4 5 4]

Sekil 3.41. PvLMI1Tp ve PVLM2Tp genlerinin tam uzunlugunun elde edilmesi. Hatlar: 1-3: PvLM1Tp geni;
4-6: PVLM2Tp geni

PvLMITp ve PvLM2Tp genleri ve ayni zamanda genlerin aktarilacagi pKK223-3
ekspresyon vektorii EcoRI ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis ve

yapiskan uglar olusturularak ligasyona hazir duruma getirilmistir (Sekil 3.42.).

951 bp—

—~45kb

1 2 3 4 5

Sekil 3.42. PvLMI1Tp ve PvLM2Tp genlerinin ve pKK223-3 vektoriiniin restriksiyon endoniikleaz enzimleri
ile kesilmesi sonrasi jelde goriintiilenmesi. Hatlar: 1: PvLM1Tp geni; 2: Bos; 3: PVLM2Tp geni; 4 ve 5:
pKK223-3

120



Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim sonras1 PvLMI1Tp ve PvLM2Tp genleri
ve pKK223-3 ekspresyon vektorii kristal viyole ile boyali % 1’lik agaroz jel {izerinde
yiriitiilmustir. Sekil 3.42.’de endoniikleazlarla kesim sonrast PvLM1Tp ve PvLM2Tp
genleri jel lizerinde zayif bantlar olarak goriilmektedir. Bu 6rneklere ait DNA bantlari
Sekil 3.41.’de oldukga rahat izlenebilen kalin bantlar olarak goriilmesine ragmen jelden
saflagtirma ve endoniikleazlarla kesim asamasindan sonra jel {izerinde bantlarin oldukga
zayif oldugu Sekil 3.42.°de goriilmektedir. Bu DNA bantlar1 tekrar jelden kesilerek
saflagtirllmistir. Sekil 3.42.’de hat 4 ve 5’de yiiriitiilen pKK223-3 ekspresyon vektoriiniin
bantlarin1 jelden saflastirma asamasinda yine birlestirerek transformasyon igin yeterli
konsantrasyonun elde edilmesi amacglanmistir. Saflastirma sonrast konsantrasyonun
Ol¢iilmesi icin DNA Ornekleri etidyum bromiir ile boyali % 1’lik agaroz jelde
ylriitilmistir.

Sekil 3.43.°de goriintiilenen jelde transformasyon i¢in hazirlanan PvLMITp ve
PvLM2Tp genleri ve pKK223-3 ekspresyon vektoriiniin yaklasik konsantrasyonlari
Olcililmiistiir. Buna gére PvLMITp ve PvLM2Tp genleri 20 ng/ul konsantrasyonda,
pKK223-3 ekspresyon vektorii ise 40 ng/ul konsantrasyonda elde edilmistir. Bu
konsantrasyonun transformasyon i¢in yeterli oldugu yapilan daha 6nceki transformasyon

calismalarinda da goriilmiistiir.

1000 bp—

4361 bp

ML 1 2 3 M2
Sekil 3.43. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis PvLM1Tp ve PVLM2Tp genlerinin ve pKK223-3

vektoriiniin yaklasik konsantrasyonlarmin dlgiilmesi i¢in jelde goriintiilenmesi. Hatlar: M1: Markir (Hyper
Ladder I); M2: Markir (Lambda DNA Hind III Digest); 1: PvLM1Tp geni; 2: PvLM2Tp geni; 3: pKK223-3

Transformasyon Oncesi her bir mutagenez icin insert (PvLM1Tp/PvLM2Tp geni) ve
vektorden 100 ng kullanilmis ve ligasyon reaksiyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen

rekombinant PvLMITp ve PvLM2Tp genleri kompetant E. coli JMI105 hiicrelerine
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aktarilmistir. Daha sonra koloni PCR yapilarak PvLM1Tp ve PvLM2Tp genleri etidyum
bromiir ile boyal1 % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek gézlenmistir.

Sekil 3.44.”de koloni PCR sonrasi pozitif ve negatif sonuglar goriilmektedir. Hat 1-4’de
PvLMITp geni igin, hat 5-8’de ise PvLM2Tp geni i¢in koloni PCR sonuglar

goriilmektedir.

1 kb—

M1 2 3 45 6 7 8

Sekil 3.44. Koloni PCR sonrasi pozitif ve negatif sonuglarin jelde goriintiilenmesi. Hatlar: M: Markir (Hyper
Ladder I); 1-3: PvLM1Tp geni i¢in pozitif sonuglar; 4: PvLM1Tp geni i¢in negatif sonug; 5-8: PvLM2Tp
geni i¢in pozitif sonuglar

Her iki gen icin de beklenen bant biiylikligii yaklasik olarak 1 kb olup E. coli IM105
hiicresine insert transformasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Sadece hat 4’de
goriilen negatif sonuca gore secilen bu kolonideki E. coli JM105 hiicreleri PvLM1Tp
genini tasimamaktadir.

Sekil 3.45.°de koloni PCR ile pozitif sonucu alinan PvLMITp geninin ¢ift yonlii
dizileme sonuglari (Sekil 3.45. a ve b) gorilmektedir. Buna gore pentapeptid
insersiyonunun ilk aminoasidi Djoga’nin GAC kodonu N aminoasidinin AAT kodonu ile
degistirilmistir. Boylece Djosa—Niosa mutagenezi gerceklestirilerek mutant PvLDH geni
PvLMI1Tp elde edilmistir.

Sekil 3.46.’da ise DjosaKioss—NiosaE10ss mutagenezi i¢in AAT GAG kodonlarinin
PvLDH dizisine yerlestirilmis oldugu (Sekil 3.46.a.) ve ayn1 zamanda komplementer
zincirinde bu degisikligi tasidigr (Sekil 3.46.b.) goriilmektedir. Buna goére genin tamami
dogru bir sekilde klonlanmis ve istenilen mutagenez yapilmistir. Boylece bu degisiklik

neticesinde PvLM2Tp mutagenezi elde edilmistir.
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Sekil 3.45. PvLM1Tp geninin (a) 5'—3' zincirinin ve (b) 3'«-5' zincirinin dizi analizi sonucu

a PviM2Tp-Pv16 - Chromas Lite
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Sekil 3.46. PvLM2Tp geninin (a) 5'—3' zincirinin ve (b) 3'«5' zincirinin dizi analizi sonucu
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Dizi analizi yapilarak yonlendirilmis mutagenezin gergeklestirildigi dogrulandiktan
sonra PvLMI1Tp ve PvLM2Tp genlerinin herbirinin aktarildiklart E. coli JM105
hiicrelerindeki ekspresyonlarini kontrol etmek i¢in SDS-PAGE ile genel protein analizi
yapimistir. PVLMITp ve PvLM2Tp proteinlerinin ekspresyonu Ty, Tioe, Ti ve T
donemlerindeki 6rneklerde zayif olmakla birlikte (sekilde gosterilmemistir) T3 doneminden
itibaren SDS-PAGE jel lizerinde goriilmiistiir ve en iyi protein ekspresyonu diger mutant
proteinlerde oldugu gibi yine indiiklenmis ve bir gecelik drneklerde gozlenmistir (Sekil

3.47. ve Sekil 3.48.).

Sekil 3.47. PvLM1Tp genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli IM105 hiicre ekstraktlarinin genel protein
profili. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JIM105
hiicrelerinin genel protein profili; 2 ve 3: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tp genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin T protein profili; 4 ve 5: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tp genini i¢eren E. coli
JM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 6 ve 7: indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tp genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin To protein profili; 8: Insan LDH-M saf proteini

Sekil 3.48. PvLM2Tp genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli JIM105 hiicre ekstraktlarinin genel protein
profili. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JM105
hiicrelerinin genel protein profili; 2 ve 3: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Tp genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin T; protein profili; 4 ve 5: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Tp genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 6 ve 7: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Tp genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin Toy protein profili; 8: insan LDH-M saf proteini
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PvLMITp ve PvLM2Tp proteinlerinin ekspresyonlari kontrol edildikten sonra bu
proteinlerin ¢oziinebilir formda olup olmadiklarini belirlemek i¢in her iki proteinin de
eksprese edildikleri hiicre ekstraktlarinin siipernatant ve pelet fazlar1 ayrn ayn
incelenmistir. Bunun i¢in en iyi protein ekspresyonunun gozlendigi bir gecelik drneklerin
siipernatant ve pelet fazlari hazirlanmistir. Bu fazlar karsilastirma yapmak igin ayni
zamanda genel hiicre ekstrakti ile birlikte SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 3.49. ve
Sekil 3.50.).

Sekil 3.49. PvLMI1Tp genini igeren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlarmin protein
profillerinin ayr1 ayr1 gosterilmesi. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SM0431); 1 ve 2: Herhangi bir genin
aktarilmadig1 E. coli JIM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari; 3 ve 4: Indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvLMI1Tp genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin genel protein profili; 5 ve 6: Indiiklenmemis
ve indiikklenmis PvVLM1Tp genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 7 ve 8:
Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tp genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin pelet fazi; 9:
Insan LDH-M saf proteini

M 1 3 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 3.50. PvLM2Tp genini igeren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlarinin protein
profillerinin ayr1 ayr1 gosterilmesi. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SM0431); 1 ve 2: Herhangi bir genin
aktarilmadig1 E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari; 3 ve 4: indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvLM2Tp genini iceren bir gecelik E. coli JIM105 hiicrelerinin genel protein profili; 5 ve 6: Indiiklenmemis
ve indiiklenmis PvLM2Tp genini iceren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 7 ve 8:
Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM2Tp genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin pelet fazi; 9:
Insan LDH-M saf proteini
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Sekil 3.49. ve Sekil 3.50.’de indiiklenmemis ve indiiklenmis PvLM1Tp ve PvLM2Tp
genlerini iceren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin genel protein profili ve ayni
zamanda siipernatant ve pelet fazlarinin protein profilleri goriilmektedir. Her iki jel
goriintiisiinde de goriildigi gibi PvLM1Tp ve PvLM2Tp genlerinin herbirinin aktarildig:
E. coli IM105 hiicrelerinin genel protein profilinde goriilen mutant proteinlerin bantlari,
siipernatant ve pelet fazlar1 ayr1 ayri incelendigi zaman sadece siipernatant fazinda
goriilmektedir. Pelet fazinda ise bu protein bandi goériilmemektedir. Dolayisiyla hem
PvLMITp proteininin hem de PvLM2Tp proteininin ¢dziinebilir formda ekspresyonu
yapilmustir. Ancak zayif ekspresyondan dolay1 genel protein profilinde goriildiigii gibi her
iki protein de sadece indiiklenmis siipernatant fazinda goriilmiistiir.

PvLMI1Tp ve PvLM2Tp proteinlerinin eksprese edildiklerini kesin olarak dogrulamak
icin Western blot yapilmistir. Sekil 3.51.°de PvLMI1Tp ve PvLM2Tp proteinlerinin
Western blot sonuglar1 goriilmektedir. Hat 1°de pozitif kontrol PvLDH proteini goriilmekte
olup mutant proteinlerde ayni biiyiikliikkte beklenmektedir. Hat 2 ve hat 3°de sirasiyla
PvLMITp ve PvLM2Tp genlerinin herbirini iceren E. coli JM105 bakteri hiicre
ekstraktlarindan hazirlanan siipernatant fazindaki mutant PvLMI1Tp ve PvLM2Tp
proteinlerinin bantlar1 goriilmektedir. Buna gore her iki proteinin ekspresyonlar1 yapilmis

olup proteinler ¢oziinebilir formda bulunmaktadir.

HDa— - -

1 = 3

Sekil 3.51. PvVLMITp ve PVLM2Tp proteinlerinin Western blot ile gdsterilmesi. Hatlar: 1: Indiiklenmis
PvLDH genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 2: indiiklenmis PvLMI1Tp
genini igeren bir gecelik E. coli JIM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 3: Indiiklenmis PvLM2Tp genini igeren
bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant fazi

Coziinebilir formda ekspresyonlar1 yapilan mutant proteinlerinin 6n aktivite kontroli
icin PvLMI1Tp ve PvLM2Tp genlerinin herbirini iceren E. coli JM105 bakteri hiicre
ekstraktlarindan hazirlanan silipernatant fazinin spektrofotometrik aktivite Ol¢limii

yapilmistir. Tablo 3.28.’deki aktivite 0l¢iim sonuglarina gére PvLDH’in hidrofilik Djgga
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aminoasidi yine hidrofilik bir aminoasit olan Njosa ile degistirildigi zaman protein
aktivitesi etkilenmemektedir. PvLDH proteini yapisal degisikligindeki ayni toleransi, aktif
bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunu tamamen 7pLDH’dakine benzetmek ig¢in
yapilan DjogaKioss—NiosaEiosg mutagenezinde de devam ettirmistir (Tablo 3.29.).
Degistirilen aminoasitlerin fiziko-kimyasal 6zellikleri agisindan birbirine yakin olmast
proteinin enzim aktivitesini kaybetmeyip bu degisiklikleri tolere etmesinin nedeni olarak
gosterilebilir. Her iki proteinin de ileri kinetik analizlerinin yapilmasi daha aciklayici
bilgiler verecektir.

Tablo 3.28. ve Tablo 3.29.’da goriildiigii gibi hem 3 saatlik hem de bir gecelik 6rnekler
indiiklenmedigi zaman aktivite gériilmemistir. Bununla birlikte indiikleme, hiicre sayisinda
herhangi bir degisiklik yapmamasina ragmen protein aktivitesini artirmaktadir. Ayrica

piriivat konsantrasyonunun azalmasi ile her iki proteinin aktivitesi 2 kat artmigtir.

Tablo 3.28. PvLM1Tp proteininin aktivitesinin 6lgiilmesi. (LDH aktivitesinin &lgiilmesi 3 defa tekrar edilmis
olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

OD600
AAso/dakika (Seyreltme 10 mM Piriivat | 1 mM Piriivat
Faktorii: 1/10)

Indiiklenmemis 0,193 0,040 0,052

— ; 3 saat
PVLMITp genini Indiiklenmis 0,177 0,106 0,179
igeren E. coli IM105 | Indiiklenmemis 0,363 0,089 0,085
Tndiiklenmis Bir gece 0,345 0,377 0,759
3 saat 0,217 0,020 0,021
E. coli IM105 Bir gece 0,388 0,080 0,039

Tablo 3.29. PvLM2Tp proteininin aktivitesinin 6l¢iilmesi. (LDH aktivitesinin 6l¢iilmesi 3 defa tekrar edilmis
olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

OD600
AAso/dakika (Seyreltme 10 mM Piriivat | 1 mM Piriivat
Faktorii: 1/10)

Indiiklenmemis 0,211 0,032 0,059

— - 3 saat
PVLM2Tp genini Indiiklenmis 0,190 0,124 0,233
igeren E. coli IM105 | Indiiklenmemis 0,371 0,062 0,078
Indiiklenmis Bir gece 0,339 0,331 0,774
3 saat 0,217 0,020 0,021
E. coli IM105 Bir gece 0,388 0,080 0,039
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Aktivite gozlenen PvLMITp ve PvLM2Tp mutant proteinlerin her ikisinin de
saflagtirilmasi Boliim 2.2.15.2.’de anlatildig1 gibi Protokol 2 ile yapilmistir. Sekil 3.52. ve
Sekil 3.53.’de bu mutant proteinlerin saflastirma sonrast SDS-PAGE’deki analizleri
gosterilmistir. PvVLM1Tp ve PvLM2Tp mutant proteinlerin her ikisinin de saflastiriimasi
sonrasinda diger mutant proteinlerde oldugu gibi benzer sonuglar alinmistir. ilk eliisyon
orneklerinde yabanci protein bantlar1 goriilen PvLMI1Tp ve PvLM2Tp proteinleri son
eliisyon Ornekleri ile saf olarak elde edilmistir.

Sirasiyla 34220 g/mol ve 34221 g/mol molekiil agirhiginda olan PvLMITp ve
PvLM2Tp proteinlerinin her ikisi de 1,2 mg/ml miktarinda saf olarak elde edilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 3.52. Protokol 2 ile saflastirilmig PVLM1Tp proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: CL; 2: FT1; 3: FT2; 4: FT3; 5: W1; 6: W2; 7: W3; 8: E1; 9: E2. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: E3; 2: E4; 3: ES; 4: E6; 5: E7; 6: E8; 7: E9; 8: E10; 9: E11
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Sekil 3.53. Protokol 2 ile saflastirilmis PvLM2Tp proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: CL; 2: FT1; 3: FT2; 4: FT3; 5: W1; 6: W2; 7: W3; 8: E1; 9: E2. (b) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: E3; 2: E4; 3: ES; 4: E6; 5: E7; 6: ES; 7: E9; 8: E10; 9: E11

Mutant PvLDH proteinleri saflastirildiktan sonra kinetik degerlerinin hesaplanmasi icin
farkli piriivat konsantrasyonlarinda aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

PvLMI1Tp enziminin aktivitesinin Ol¢iilmesi UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’in NAD’a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans

degisim orani takip edilerek yapilmis ve Tablo 3.30.’da verilen degerler elde edilmistir.
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Tablo 3.30. PvLM1Tp enziminin aktivitesinin NADH’in NADa cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAs4/dakika)
absorbans degisim oraninin takip edilerek dl¢iilmesi

Piriivat (mM) Oran
(AA;4/dakika)

0,02 0,052
0,06 0,098
0,18 0,137
0,54 0,156
1,6 0,178
4,86 0,186
14,58 0,177
20,4 0,169
29 0,163

Elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli programa girilmis ve kullanma
klavuzuna gore enzim kinetigi hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. PvLMITp icin elde

edilen sonuglar Sekil 3.54. ve Tablo 3.31.’de sunulmustur.

0,18 -

016 k —

0,14 -

Oran

012 |- —

01 ¢ —

008 |- @ PvLMITp | —

0o0s |— —
@ ] | 1 | 1 | ]

0 10 10 30 40

Piriivat Konsantrasyonu {mM)

Sekil 3.54. PvLM1Tp’nin Steady-State kinetik davranisi
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Tablo 3.31. PvLM1Tp’nin Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar

Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
Vinax 0.1752 0.0034
Ky (mM) 0.0480 0.0065

Analiz sonucunda tespit edilen V. degerinden ve baslangicta hesaplanan enzim
miktarindan yola ¢ikilarak ke, degeri hesaplanmis ve yorumlamalarda kullanilmistir. Biitiin

bu analizlere gore PVLM1Tp i¢in elde edilen veriler Tablo 3.32.’de sunulmustur.

Tablo 3.32. PvLMI1Tp’nin PvLDH ile karsilastirmali Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim K (M) Kear (min™) Kea/Kim (min™ M™)
PvLDH 37.8 190 5.0x10°
PvLMI1Tp 48.0 316 6.6x10°

PvLM2Tp enziminin aktivitesinin Ol¢lilmesi UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’in NAD’a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAss/dakika) absorbans

degisim orani takip edilerek yapilmis ve Tablo 3.33.’de verilen degerler elde edilmistir.

Tablo 3.33. PvLM2Tp enziminin aktivitesinin NADH’in NAD"a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAs4/dakika)
absorbans degisim oraninin takip edilerek dl¢iilmesi

Oran
Piriivat (mM) (AAs4/dakika)

0.02 0,055
0,06 0,096
0,18 0,136
0.54 0,158
16 0,178
4,86 0,179
14,58 0.171
20,4 0,164
29 0,163
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Elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli programa girilmis ve kullanma
klavuzuna gore enzim kinetigi hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. PvLM2Tp icin elde

edilen sonuclar Tablo 3.34. ve Sekil 3.55.’de sunulmustur.

Tablo 3.34. PvLM2Tp’nin Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar

Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
V imax 0.1720 0.0030
Ky (mM) 0.0482 0.0055

018 —

016 —

014 L —

012 j— —

Oran

01 }— —

008 |- —

- —@- PvLM2Tp | ]
006 |- —

1 | 1 | 1 | 1

0 10 20 30 40

Piritvat Konsantrasyonu (M)

Sekil 3.55. PvLM2Tp’nin Steady-State kinetik davranist

Analiz sonucunda tespit edilen V. degerinden ve baslangigta hesaplanan enzim
miktarindan yola ¢ikilarak ke, degeri hesaplanmis ve yorumlamalarda kullanilmistir. Biitiin

bu analizlere gére PVLM2Tp i¢in elde edilen veriler Tablo 3.35.’de sunulmustur.
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Tablo 3.35. PvLM2Tp’nin PvLDH ve PvLMI1Tp ile karsilastirmal1 Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim K (M) Keae (min™) Kea/Kim (min™ M™)

PVLDH 37.8 190 5.0x10°
PVLMI1Tp 48.0 316 6.6x10°
PVLM2Tp 48.2 254 5.3x10°

PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun son model
Apikompleksan olan Theileria parva’nin LDH enzimindeki (7pLDH) pentapeptid
insersiyonuna benzetildigi mutagenez ¢aligmalarinda PvLM1Tp mutagenezi ile PvLDH’1n
aktif bolge halkasindaki ilave 5 aminoasit olan DKEWN aminoasitleri NKEWN haline
getirilerek Theileria parva LDH’1 kismen taklit edilmis, PvLM2Tp mutagenezi ile de
PvLDH’m aktif bolge halkasindaki ilave 5 aminoasit olan DKEWN aminoasitleri NEEWN
haline getirilerek Theileria parva LDH’1inin ilave 5 aminoasit bolgesi tamamen taklit
edilmistir. Bu grubun mutagenezlerinde diger mutagenez calismalarindan farkli olarak
yapilan degisiklikler ile enzimin substratina ilgisi hemen hemen degismeden kalmis ancak
her iki enzimin de kg, pirlivat degerleri arttigindan bu degisikligin yapilmasi ile beraber
PvLMITp enziminin katalitik aktivitesinde % 66, PvLM2Tp enziminin katalitik
aktivitesinde ise % 34 oraninda iyilesme gergeklesmistir. Apikompleksan LDH’larinin
aktif bolge elemanlarimin degistirilmesi durumunda benzer Ozellikler gdstermesi,
plazmodiyal LDH’lar i¢in Onerilen yaklasimin diger Apikompleksanlar i¢in de

uygulanmasinin benzer basarili sonuglari verebileceginin bir kanitidir.

3.3. Plasmodium vivax’in Laktat Dehidrogenaz Enzimindeki Kofaktor Baglanma

Bolgesinin Yonlendirilmis Mutagenez Calismalari ile Analizi

Yapiya dayali antimalarial tasarim c¢alismalarinda Plasmodium LDH’1nin aktif bolgesi
kadar kofaktdr baglanma bolgesi de dikkat c¢ekmektedir. insan LDH’inda kofaktor
baglanma bolgesindeki Ser 63, bir H;O molekiilii ve NADH’1n nikotinamid grubu arasinda
bir hidrojen bagi etkilesimi vardir [128]. Fakat plazmodiyal LDH’larda Leu;¢s’lin
belkemigi karbonil grubu, NADH’1n nikotinamid grubu ile hidrojen bagi yapmaktadir. Bu
hidrojen baginin olusmasi Leu;e;’iin belkemigi peptidinin 180 “C’lik bir ac1 ile donmesiyle

saglanmaktadir [98, 109, 111, 113]. Plazmodiyal LDH’1n, insan LDH’1na gore kofaktor
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baglanma bolgesindeki Sic3 aminoasidinin yerine Ljs; aminoasidini tasimasi, NADH
kofaktoriiniin insan LDH’1na gére substrata ve enzim aktif bolgesine ~1 A daha yakin
olmasia neden olmaktadir [18, 19, 98, 110, 113, 114, 116, 117]. Bu farklilik, enzimin
katalizleme kinetigini ve substrat inhibisyonu 6zelligini degistirmektedir [98, 109, 111,
113]. NADH kofaktoriiniin pozisyonunu degistiren bu fenomen, ayni zamanda 163.
pozisyonda korunmus methionin igceren Toxoplasma gondii [76] ve Eimeria tenella [122]
LDH enzimlerinde de goriilmektedir. Theileria parva LDH enziminde ise Met,¢; korunmus
olmakla birlikte [47] li¢ boyutlu yapisi bilinmedigi i¢in enzimin ayni yapisal farklilig:
gosterip gostermedigi bilinmemektedir.

Tez caligmasimin ikinci asamasinda, sitmaya karsi etkin olacak yeni ilag¢ tasarim
calismalarina saglayacagi katkinin test edilmesi i¢cin Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz
enziminin kofaktdr baglanma bolgesindeki Leujs; aminoasidi hedef alinmistir. Proteine
kazandirdig1 yapisal ve kinetik Ozellikleri aragtirmak igin Leujs; aminoasidi model
Apikompleksanlardaki Met;s; aminoasidi ve insan LDH’indaki Ser;s; aminoasidi ile

degistirilmis ve bu degisikliklerin enzim iizerindeki etkileri test edilmistir.

3.3.1. PvLDH Enziminin Kofaktor Baglanma Bolgesindeki Leu;s3; Aminoasidinin

Model Apikompleksanlarin LDH’1indaki Met,q; ile Degistirilmesi ve Analiz Edilmesi

PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun analizinden
sonra kofaktor baglanma bolgesindeki Leu;¢3 aminoasidinin analizi yapilmistir. Bunun igin
Leujs3 aminoasidi ilk olarak model Apikompleksanlardaki Met;s; aminoasidi ile
degistirilmistir. Elde edilen mutant PvLDH geni/enzimi PvL163M olarak adlandirilmistir
(Sekil 3.56.).

163
PVLDH ITITGLGGVUILD

Tg1lLDH ICGMACMLD
EtLDH VCGMAGVULD
TpLDH VVGMGGLTLD
PvL163M ITGMGGVLD

Sekil 3.56. PvLDH’1n kofaktdr baglanma bolgesindeki Leu;s; aminoasidinin model Apikompleksanlardaki
Met,s; aminoasidi ile degistirilmesi. Degistirilen aminoasit koyu renkli ve alt1 ¢izili olarak gdsterilmistir.
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PvL163M i¢in yoOnlendirilmis mutagenez caligmalariyla 478 bp biyiikliigiinde A
fragmenti ve 545 bp biiyiikliigiinde B fragmenti elde edilmis olup kristal viyole ile boyali
% 1’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra jelden saflastirilmigtir. Bu fragmentler PCR ile
birlestirilmeden once etidyum bromiir ile boyal1 % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek yaklasik
konsantrasyonlart Olgiilmiistiir (Sekil 3.57.). Elde edilen A ve B fragmentlerinin
konsantrasyonlar1 dikkate alinarak birlestirilmis ve tam uzunlukta PvL163M geni elde

edilmistir.

Sekil 3.57. PvL163M geninin A ve B fragmentlerinin yaklasik konsantrasyonlarmin 6lgiilmesi icin jelde
goriintiilenmesi. Hatlar: M1: Markir (Hyper Ladder I); M2: Markir (Lambda DNA Hind III Digest); 1 ve 2:
PvL163M geninin A fragmentleri; 3 ve 4: PvL163M geninin B fragmentleri

Diger mutagenezlerde yapildigi gibi PvL163M geni EcoRI ve Pstl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilerek yapiskan uglar olusturulmus ve pKK223-3 vektoriine
ligasyonu yapilmistir. Elde edilen rekombinant PvL163M geni kompetant E. coli JM105
hiicresine aktarilmigtir. Koloni PCR yapilarak transformasyon sonucu kontrol edilmistir.
Sekil 3.58.’de PvL163M geninin transformasyonu icin hat 2’de 1 kb biiyiikliigiinde bant

elde edilerek pozitif sonug, hat 1 ve 3’de ise negatif sonu¢ alinmustir.
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Sekil 3.58. Koloni PCR sonrasi pozitif ve negatif sonuglarin jelde goriintiilenmesi. Hatlar: M: Markir
(GeneRuler SM1338); 1-3: PvL163M geni i¢in pozitif ve negatif sonuglar

Sekil 3.59.’da (a ve b) mutant PvLDH geni PvL163M’in ¢ift yonlii dizileme sonuglar1

goriilmektedir. Buna gore TTA kodonu ATG kodonuna gevrilerek L;s3—M;¢3 mutagenezi

gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.59. PvL163M geninin (a) 5'—3' zincirinin ve (b) 3'«-5' zincirinin dizi analizi sonucu
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PvL163M geni yonlendirilmis mutagenez ile elde edilip altklonlamas1 yapildiktan sonra
aktarildig1 E. coli JM105 hiicresindeki ekspresyonunu kontrol etmek i¢cin SDS-PAGE ile
genel protein analizi yapilmistir. PvLDH proteininin aktif bolge halkasindaki
aminoasitlerin degistirilmesi ile elde edilen biitliin mutant proteinlerde oldugu gibi,
kofaktér baglanma bolgesindeki Li¢; aminoasidinin degistirildigi PvL163M mutant
proteininde de E. coli JM105 hiicresindeki zayif ekpresyonundan dolayr ancak Ts
doneminden itibaren protein bantlar1 SDS-PAGE ile jel ilizerinde gozlenmistir (Sekil 3.60.).

PvL163M proteininin E. coli JM105 hiicresindeki en iyi ekspresyonu diger mutant
proteinlerin ekspresyonlarinda oldugu gibi indiikklenmis ve bir gecelik Orneklerde
gozlenmistir. Indiiklenmemis Orneklerde ise bu proteinin band1 goriilmemistir.
Indiiklenmemis o6rneklerde de PvL163M proteininin eksprese edildigi diisiiniilmekle

birlikte oldukga zayif oldugu i¢in goriilmemektedir.

ML 2 3 4 5 & 7T %

Sekil 3.60. PvL163M genini igeren 3 saatlik-bir gecelik E. coli IM105 hiicre ekstraktlarinin genel protein
profili. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JIM105
hiicrelerinin genel protein profili; 2 ve 3: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvL163M genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 4 ve 5: indiiklenmemis ve indiiklenmis PvL163M genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 6 ve 7: indiiklenmemis ve indiiklenmis PvL163M genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin Toy protein profili; 8: insan LDH-M saf proteini

PvL163M proteininin ekspresyonu kontrol edildikten sonra bu proteinin ¢oziinebilir
formda olup olmadigini belirlemek icin hiicre ekstraktinin siipernatant ve pelet fazi ayri
ayr1 incelenmistir. Bunun i¢in en iyi protein ekspresyonunun gozlendigi bir gecelik 6rnegin
slipernatant ve pelet fazi hazirlanmistir. Bu fazlar karsilasgtirma yapmak icin ayni zamanda

genel hiicre ekstrakti ile birlikte SDS-PAGE ile analiz edilmistir (Sekil 3.61.).
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Sekil 3.61. PvL163M genini iceren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlarmin protein
profillerinin ayr1 ayr1 gdsterilmesi. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1 ve 2: Herhangi bir genin
aktarilmadig1 E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari; 3 ve 4: indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvL163M genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin genel protein profili; 5 ve 6: Indiiklenmemis
ve indiiklenmis PvL163M genini igeren bir gecelik E. coli JIM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 7 ve 8:
Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvL.163M genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin pelet fazi; 9:
Insan LDH-M saf proteini

Sekil 3.61.°de goriildiigii gibi genel protein profilinde goriilen PvL163M proteini,
stipernatant ve pelet fazlariin her ikisinde de belirgin bir sekilde tespit edilememistir.
Bunun i¢in PvL163M proteininin ekspresyonunu kesin olarak dogrulamak ve ¢oziinebilir
formda olup olmadigin1 belirlemek i¢in hem siipernatant hem de pelet fazlar1 ile Western

blot ¢calismas1 yapilmistir (Sekil 3.62.).

~34 kDa— #

1 s

Sekil 3.62. PvL163M proteininin Western blot ile gdsterilmesi. Hatlar: 1: Indiiklenmis PvL163M genini
iceren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 2: Indiiklenmis PvL163M genini iceren bir
gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin pelet faz1

Sekil 3.62.’de verilen Western blot sonuglarina gére PvL163M proteini hem ¢6ziinebilir
formda siipernatant fazinda hem de ¢oziinemeyen formda pelet fazinda bulunmaktadir.
Dolayisiyla PvL163M proteini E. coli JIM105 hiicresinde her iki formda da eksprese
edilmektedir. Bilindigi gibi E. coli’deki heterolog gen iirlinlerinin yliksek diizeydeki
ekspresyonlar1  sirasinda bazi  durumlarda eksprese edilen proteinler dogal

konformasyonlarini olugturamamakta ve bu yiizden inkliizyon cisimcikleri olarak bilinen
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coziinemeyen formdaki ¢okeltileri olusturmaktadir [170]. Dolayisiyla PvL163M
proteininin ekspresyonu sirasinda da proteinin aktif olarak eksprese edildigi ancak
ekspresyon iirlinlinlin  bir kismmin c¢oziinemeyen formda pelette yer aldigi
diistiniilmektedir. Bu durum proteinin hem siipernatant hem de pelet fazinda belirlenmis
olmasinin nedeni olarak gosterilebilir.

PvL163M proteininin aktif olup olmadigin1 belirlemek i¢in spektrofotometrik olarak

aktivite 6l¢imii yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.36.’da gosterilmistir.

Tablo 3.36. PvL163M proteininin aktivitesinin 6l¢iilmesi. (LDH aktivitesinin dl¢iilmesi 3 defa tekrar edilmis
olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

ODgoo
AA;4/dakika (Seyreltme 10 mM Pirtivat | 1 mM Piriivat
Faktorii: 1/10)

Indiiklenmemis 0,257 0,029 0,066

= - 3 saat
PvL163M genini Indiiklenmis 0,240 0,209 0,281
iceren E. coli IM105 | Indiiklenmemis 0,521 0,149 0,121
indiklenmis Bir gece 0,504 0,499 0,636
3 saat 0,217 0,020 0,021
E. coli IM105 Bir gece 0,388 0,080 0,039

Tablo 3.36.’da alinan sonuglara gére PvL163M mutant proteini aktif olarak eksprese
edilmektedir. PvLDH’1n 163. pozisyonundaki biiylik ve hidrofobik bir aminoasit olan Leu,
yine hidrofobik ve ayni zamanda biiyiik bir yapida olan Met aminoasidi ile degistirildigi
zaman protein aktif olarak tiretilmektedir.

Aktif olarak ekspresyonu yapilan PvL163M proteininin saflastirilmast Bolim
2.2.15.2.de anlatilan Protokol 2 ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar diger mutant
proteinlerin saflastirilmasi sirasinda alinan sonuglarla benzer olup PvL163M proteini saf
olarak elde edilmistir (Sekil 3.63.).

Son eliisyon orneklerinde saf olarak elde edilen PvL163M proteininin 280 nm’de
yapilan spektrofotometrik Ol¢iimiinde A,z degeri 0,541 olarak OSlgiilmiistiir. Buna gore
34239 g/mol molekiil agirligindaki PvL163M proteini 1,1 mg/ml konsantrasyonunda elde

edilmistir.
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Sekil 3.63. Protokol 2 ile saflagtirilmig PvL.163M proteininin SDS-PAGE ile analizi. Hatlar: (a) M: Markir
(Protein MW-SM0431); 1: CL; 2: FT1; 3: FT2; 4: FT3; 5: W1; 6: W2; 7: W3; 8: E1; 9: E2. (b) M: Markir
(Protein MW-SMO0431); 1: E3; 2: E4; 3: ES; 4: E6; 5: E7; 6: ES; 7: E9; 8: E10; 9: E11

PvL163M enziminin aktivitesinin Olgiilmesi UNICAM UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak NADH’in NAD’a cevrilmesi ile 340 nm’deki (AAss¢/dakika) absorbans

degisim orani takip edilerek yapilmis ve Tablo 3.37.’de verilen degerler elde edilmistir.

Tablo 3.37. PvL163M enziminin aktivitesinin NADH’m NAD"a ¢evrilmesi ile 340 nm’deki (AA;4/dakika)
absorbans degisim oraninin takip edilerek dl¢iilmesi

Oran
Piriivat (mM)
(AA;4/dakika)

0,02 0,008
0,06 0,028
0,18 0,057
0,54 0,091
1,6 0,115
4,86 0,125
14,58 0,124
20,4 0,112
29 0,101
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Elde edilen veriler kullanilarak Grafit 3.0 [163] isimli programa girilmis ve kullanma
klavuzuna goére enzim kinetigi hesaplamalar1 gergeklestirilmistir. PvL163M i¢in elde

edilen sonuclar Tablo 3.38. ve Sekil 3.64.’de sunulmustur.

Tablo 3.38. PvL.163M’in Grafit 3.0 isimli program ile analizi sonucunda elde edilen sonuglar

Steady-State Kinetik Sabitesi Deger Standart Hata
Vinax 0.1189 0.0044
Ky (mM) 0.1792 0.0409

0,14 T | T | T [ j

0,1

0,08

COran

001 |- —- PvL163M | T

0 \ | 1 | \ | \

0 10 20 30 40

Pirtivat Eonsantrasyonu {mM)

Sekil 3.64. PvL163M’in Steady-State kinetik davranisi

Analiz sonucunda tespit edilen V. degerinden ve baslangigta hesaplanan enzim
miktarindan yola ¢ikilarak k¢, degeri hesaplanmis ve yorumlamalarda kullanilmistir. Biitiin

bu analizlere gore PvL163M ig¢in elde edilen veriler Tablo 3.39.’da sunulmustur.
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Tablo 3.39. PvL163M’in PvLDH ile karsilagtirmali Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim K (M) Keae (min™) Kea/Kim (min™ M™)
PvLDH 37.8 190 5.0x10°
PvL163M 179.2 97 5.4x10°

PvLDH enziminin kofaktér baglanma bdlgesindeki Leujs3 aminoasidinin model
Apikompleksanlardaki Met;s3 aminoasidi ile degistirildigi PvL163M proteini tez
calismasinin kofaktor baglanma bolgesi mutagenezlerinden elde edilen tek aktif proteindir.
PvL163M enzimi aktivitesini korumasina ragmen substratina olan ilgisi yaklasik olarak 5
kat azalmis ve katalitik hizi yar1 yariya diigmiistiir. Buna gére PvLDH diger model
Apikompleksanlardaki Met;s; aminoasidi yerine Leu;s; aminoasidi ile substratina daha
etkin bir baglanma saglamakta ve daha iyi bir katalitik aktivite gostermektedir. Ayrica
Brown, ve dig., 2004’de [98] belirtildigi gibi ve bu tez caligmasinda da yapilan diger bazi
mutagenezlerde oldugu gibi bu mutagenez sonucunda da 20 mM piriivat
konsantrasyonunda ¢ok az da olsa substrat inhibisyonunun oldugu mutant proteinlerin

Steady-State kinetik davraniglari sekillerinde goriilmektedir.

3.3.2. PvLDH Enziminin Kofaktér Baglanma Bolgesindeki Leu;s; Aminoasidinin

Insan LDH’indaki Serg; ile Degistirilmesi ve Analiz Edilmesi

PvLDH enziminin kofaktér baglanma bdlgesindeki Leujs; aminoasidinin son olarak
insan LDH’1indaki Ser;¢; aminoasidi ile degistirilerek analiz edilmesi amag¢lanmistir. Elde

edilen mutant PvLDH geni/enzimi PvL163S olarak adlandirilmistir (Sekil 3.65.).

163
PVLDH IITGLGGVULD

Insan-m VIGSGCNLD
Insan-h VIGSGCNLD
PvL163S ITIGSGGVLD

Sekil 3.65. PvLDH’in kofaktor baglanma bolgesindeki Leu;q; aminoasidinin insan LDH’mdaki Ser;q;
aminoasidi ile degistirilmesi. Degistirilen aminoasit koyu renkli ve alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.
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Mutant PvLDH geni olan PvL163S’1 elde etmek ve klonlamak i¢in Boliim 3.2.1.°de ve
altboliimlerinde yapilan deneysel yontemlerin aynisi yapilmis olup benzer sonuglar
alinmustir.

PvL163S i¢in yonlendirilmis mutagenez c¢aligmalariyla 478 bp biiyiikligiinde A
fragmenti ve 545 bp biiyiikliigiinde B fragmenti beklenmis ve dogru biiyiikliikte elde edilen
fragmentler jelden saflastirilarak PCR ile birlestirilmistir. Tam uzunlukta elde edilen
PvL163S geni kristal viyole ile boyali % 1’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra (Sekil
3.66.a.) saflastirilmistir. Genin tam uzunlukta oldugu ayni zamanda etidyum bromiir ile

boyal1 % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek de dogrulanmustir (Sekil 3.66.b.).

564 bp—
—951 bp

951 bp— 2027 bp—

1 2 M 1 2

Sekil 3.66. PvL163S geninin tam uzunlugunun (a) kristal viyole ile boyali % 1’lik agaroz jelde
gorintiilenmesi ve (b) etidyum bromiir ile boyali % 1’lik agaroz jelde goriintiilenmesi. Hatlar: (a) 1 ve 2:
PvL163S geni. (b) M: Markir (Lambda DNA Hind III Digest); 1 ve 2: PvL163S geni

Tam uzunlukta elde edilen PvL163S geni daha sonra EcoRI ve Pstl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilerek pKK223-3 vektoriine ligasyonu yapilmistir. Elde
edilen rekombinant PvL163S geni kompetant E. coli IM105 hiicresine aktarilarak koloni
PCR ile transformasyon sonucu kontrol edilmistir.

Koloni PCR ile alinan muhtemel pozitif sonucu kesin olarak dogrulamak i¢in yaptirilan
dizilemenin sonuclarina gore (Sekil 3.67.a. ve Sekil 3.67.b.) PvLDH geninin 163.
pozisyonundaki Leu aminoasidinin TTA kodonu Ser aminoasidinin TCG kodonu ile

degistirilmistir.

143



i Pvl1635-Pv16 - Chromas Lite

File Edit ©Options Help

= =
e[Sl 170472-M4-170467
Qpen Export | Print Mext  Find e
300 310 320
ATCATCG GA[TC 6|6 GTGGT GTGCTAGATACATCT
Ligz—%es

b Pyl 1635-P¥17 - Chromas Lite

File Edit ©ptions Help
= o — B N S — . M4
Open Export | Prink Mext  Find STz 8 ARD A
260 270 280
CacCcaC CAC CTCC GATGATTTTALATTTTTTGI
Lygz— Sz

' ﬂﬂ“llmmhmhﬂmmm

{_ - [ P D, N | T | b I L E

Sekil 3.67. PvL163S geninin (a) 5'—3' zincirinin ve (b) 3'«5' zincirinin dizi analizi sonucu

Dizi analizi yapilarak yonlendirilmis mutagenezin gergeklestirildigi dogrulandiktan
sonra PvL163S geninin E. coli JM105 hiicresindeki ekspresyonunu kontrol etmek icin
SDS-PAGE ile genel protein analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda Sekil 3.68.’de
“1” ile gosterildigi gibi PvL163S proteininin E. coli JM105 hiicresinde ekspresyonu
yapilmakta olup, T3 ddoneminden itibaren protein bantlar1 SDS-PAGE ile jel iizerinde

gozlenmistir.
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Sekil 3.68. PvL163S genini iceren 3 saatlik-bir gecelik E. coli IM105 hiicre ekstraktlarinin genel protein
profili. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SMO0431); 1: Herhangi bir genin aktarilmadigi E. coli JM105
hiicrelerinin genel protein profili; 2 ve 3: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvL163S genini igeren E. coli
JM105 hiicrelerinin T protein profili; 4 ve 5: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvL163S genini iceren E. coli
JM105 hiicrelerinin Ts protein profili; 6 ve 7: Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvL163S genini iceren E. coli
JM105 hiicrelerinin Toy protein profili; 8: insan LDH-M saf proteini

PvL163S proteininin ekpresyonu kontrol edildikten sonra bu proteinin ¢dziinebilir
formda olup olmadigim1 belirlemek i¢in eksprese edildigi E. coli JM105 hiicresinin
siipernatant ve pelet fazlar1 ayr1 ayr incelemistir. Ancak Sekil 3.69.’da goriildiigli gibi
genel protein profilinde zayif olarak goriilen PvL163S proteini siipernatant ve pelet fazlari
ayr1 ayri incelendigi zaman her iki fazda da belirgin bir sekilde goriilememistir. Benzer
sonuglar PvL163M mutant proteininde de alinmig olup zayif ekspresyonun yanisira
fazlarin ayrilmasi islemi sirasinda protein miktar1 daha da azaldigi i¢in jel iizerinde

goriilemedigi diisiiniilmektedir.

116— .
66.2— e
35— - —-—— —~36kDa
23— ?
15.4—

M 1 23 4 5 6 7889

Sekil 3.69. PvL163S genini iceren E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlarinin protein
profillerinin ayr1 ayri1 gosterilmesi. Hatlar: M: Markir (Protein MW-SM0431); 1 ve 2: Herhangi bir genin
aktarilmadig1 E. coli IM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari; 3 ve 4: indiiklenmemis ve indiiklenmis
PvL163S genini igeren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin genel protein profili; 5 ve 6: indiiklenmemis ve
indiiklenmis PvL163S genini igeren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin siipernatant fazi; 7 ve 8:
Indiiklenmemis ve indiiklenmis PvL163S genini iceren bir gecelik E. coli IM105 hiicrelerinin pelet fazi; 9:
Insan LDH-M saf proteini
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PvL163S proteininin ekspresyonunu kesin olarak dogrulamak ve ¢oziinebilir formda
olup olmadigini belirlemek icin hem siipernatant hem de pelet fazlar1 ile Western blot
calismas1 yapilmistir (Sekil 3.70.). Buna gére PvL163S proteini sadece pelet fazinda tespit
edilmis olup silipernatant fazinda goriilmemistir. Dolayisiyla PvL163S proteininin eksprese
edildigi ancak inaktif oldugu anlasilmistir. Yine Western blot ile alinan sonuglara gore
negatif kontrol olarak kullanilan insan LDH-M saf proteini ve herhangi bir genin
aktarilmadigt E. coli JM105 hiicresinin ekstrakti membran iizerinde herhangi bir bant

olusturmamustir.

~34 kDa— W

Sekil 3.70. Indiiklenmis PvL163S genini iceren bir gecelik E. coli JM105 hiicrelerinin pelet fazindaki
PvL163S proteininin Western blot ile gdsterilmesi

Tablo 3.40.’da ise PvL163S mutant proteininin aktivite 6l¢iim sonuglart goriilmektedir.
Buna gore biitiin 6rneklerde protein aktivite gostermedigi i¢in inaktiftir. Bu inaktivite ayni
zamanda indiiklenmis Orneklerde de goriilmektedir. Bu durum, PvLDH’daki Leu
aminoasidinin kendisinden daha kiiciik yapida ve ayni zamanda hidrofilik olan Ser
aminoasidi ile degistirilmesinin proteinin aktivitesini etkiledigini gostermektedir. Yapilan
bu degisiklik protein i¢in énemli olup muhtemelen 163. pozisyonuna Ser aminoasidinin
yerlesmesi proteinin  aktivitesini gosterecek lic boyutlu yapiyr olusturmasini
engellemektedir. Dolayisiyla protein aktivitesini kaybetmistir.

163. pozisyonun Onemi Serl63Leu mutagenezi ile substrat inhibisyon &zelligini
kaybeden insan LDH enziminin LDH-M ve LDH-H izoformlarinda ve Bacillus
stearothermophilus LDH enzimlerinde de gosterilmistir [132, 133, 135]. Yine P/LDH ile
yapilan Leul63Ser mutagenez calismalar: ile proteinin inaktif oldugu tespit edilmistir
[149]. Insan LDH’1inda ayni pozisyonda bulunan Ser aminoasidi PvLDH’1n 163. pozisyonu
icin uygun bir aminoasit olmadigindan protein PvL163S mutagenezi ile aktivitesini

kaybetmistir. Insan LDH’inda, kofaktor NADH 1 nikotinamid halkasmin karboksiamid
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yan zinciri, Serje;’lin hidroksil grubu ile bir H,O molekiilii araciligiyla hidrojen bagi
yapmaktadir [128]. P/LDH’da, biiylik ve hidrofobik bir aminoasit olan Leu aminosidinin
yapiya dahil olmasi, H,O molekiiliiniin baglanma bdlgesinin kaybina ve buna bagli olarak
konformasyonel degisime neden oldugundan Leujs; aminoasidinin Serjs; ile yer
degistirmesi hidrojen bagi olusumunu imkansiz kilmaktadir. Bu durum kofaktér ve enzim
arasindaki iligkiyi azaltarak indirgenmis substrat inhibisyonuna neden olmaktadir [144].
PvLDH proteini ile yapilan ayni mutagenez ¢aligmasi ile elde edilen PvL163S mutant
proteini de inaktif olarak eksprese edilmis olup 163. pozisyondaki Leu aminoasidinin
protein i¢in onemli oldugu gosterilmistir. insan LDH’1inda aymi1 pozisyonda bulunan Ser
aminoasidi PvLDH’in 163. pozisyonu i¢in uygun bir aminoasit olmadigindan protein
PvL163S mutagenezi ile aktivitesini kaybetmistir. Bu sonuglara gére PvLDH enziminin
kofaktor baglanma bolgesindeki Leujs; aminoasidi, enzimin aktivitesi ve indirgenmis

substrat inhibisyonu i¢in 6nemlidir.

Tablo 3.40. PvL163S proteininin aktivitesinin 6l¢iilmesi. (LDH aktivitesinin 6l¢iilmesi 3 defa tekrar edilmis
olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

OD600
AA;y/dakika (Seyreltme 10 mM Pirtivat | 1 mM Piriivat
Faktorii: 1/10)

Indiiklenmemis 0,211 0,013 0,017

— - 3 saat
PVL163S genini Indiiklenmis 0,208 0,031 0,031
igeren E. coli IM105 | Indiiklenmemis 0,404 0,070 0,046
indiiklenmis Bir gece 0,384 0,044 0,027
3 saat 0,217 0,020 0,021
E. coli IM105 Bir gece 0,388 0,080 0,039
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4. SONUC

Sitmay1 ortadan kaldirmak i¢in yiizy1ldan daha fazla bir siire ¢aba harcanmis olmasina
ragmen, hastalik her yil yaklasik 250 milyon vak’a ve 1 milyon civarinda 6liim orani ile
diinyanin en O6nemli ilk ii¢ infeksiyon hastalifi arasinda yer almaktadir. Diinya
populasyonunun yarisinin risk altinda oldugu bu hastaliga kars1 etkin bir tedavinin
olmamasi uzun Omiirlli, ucuz ve giivenle kullanilabilecek yeni ilaglarin gelistirilmesini
gerekli kilmistir [1, 2, 3].

Insan-Plasmodium-anofel {icliisii arasindaki herhangi bir zincir halkasmmn kirilmasimin
sitmanin engellenmesini saglayacagi diisiiniilmektedir. Ancak insan iizerinde yapilacak
caligmalarin etik kaygilardan dolayr miimkiin olmamasi, anofel iizerinde yapilacak
calismalarin ise insektisitlerin yayilmasi ile olusacak ¢evresel risklerinden dolay1
uygulanmasinin sinirli olmasi, ¢alismalar1 Plasmodium iizerine yogunlastirmigtir [171].

Insan1 infekte eden Plasmodium tiirleri arasinda sitma vak’alarmin % 25-40’mndan
sorumlu olan [3] ve ayn1 zamanda diinyadaki ve Tiirkiye’deki en yaygin tiir olan P. vivax,
tez calismasinin hedef tiirii secilmistir.

Plasmodium’lar eritrositik basamakta fonksiyonel bir Krebs dongiisiine sahip
olmadiklar1 i¢in ihtiya¢ duyduklari biitlin enerjiyi glikoliz ile saglamak zorundadirlar [92].
Bunun i¢in glikoliz reaksiyonunun son enzimi laktat dehidrogenaz, parazitin yasam
dongiisii icin gerekli bir enzimdir [12]. Bu amagla Tiirkiye’deki en yaygin tiir olan P.
vivax’in laktat dehidrogenaz enzimi tez calismasi i¢in hedef enzim olarak secilmistir.
Yapilan caligmalar bu enzimin aktivitesinin engellenmesinin parazitin yasaminin
sonlandirilmasini sagladigini géstermektedir [13, 14]. Ancak ayn1 enzim hem insanda hem
de parazitte bulundugu i¢in insan LDH in etkilenmeden kalmasi gerekmektedir. Yapilan
calismalar, plazmodiyal LDH’1n insandaki esdegeri olan LDH’dan elektroforetik, kinetik
ve yapisal olarak farkli oldugunu gdostermektedir [12, 13, 15-19]. Bu tez ¢alismasinda,
Plasmodium’larin insan LDH’indan farkli olan yapisal ve kinetik ozellikleri dikkate
alinarak, bu 6zelliklerde kritik rol oynadig1 bilinen Plasmodium vivax LDH’ 1nin aktif bolge
ve kofaktor baglanma bolgesindeki 6nemli bazi aminoasitlerin analizi yapilmistir.

Plazmodiyal LDH enzimi, insan LDH’1 ve diger bilinen LDH’lar ile karsilastirildiginda
gozlenen en 6nemli farklilik plazmodiyal LDH enziminin, aktif bolge halkasinda Ser;os ve

Argiog arasinda bir pentapeptid insersiyonu (D1osa, Kiosg, Eiosc,



Wiosp, Nioge) icermesidir [18, 19, 89, 98, 110, 113, 114, 116, 117]. X 1511 kristalografisi
ve homoloji modelleme ¢aligmalari ile bu pentapeptid insersiyonunun enzimin aktif bolge
halkasina yakin yiizeyinde ¢ok belirgin bir yarik olusturdugu, fakat insandaki esdegeri olan
LDH’da ise ayn1 bolgede hicbir ilave aminoasit olmadigi i¢cin s6zkonusu yarigin olmadig:
tespit edilmigtir [98, 109, 111, 113, 128]. Plazmodiyal LDH’1n aktif bolgesindeki bu
degisiklige bagli olarak, insan LDH’ma gore yiliksek derecede segici bir inhibitor
gelistirilmesi icin aktif bolge halkasi cazip bir hedef olarak goriilmektedir [98].

Yapiya dayali antimalarial tasarim ¢alismalarinda Plasmodium LDH’ i aktif bolgesi
kadar kofaktdr baglanma bolgesi de dikkat ¢ekmektedir. Plazmodiyal LDH’1n, insan
LDH’ma gore kofaktér baglanma bolgesindeki Si¢3 aminoasidinin yerine L3 aminoasidini
tasimasit NADH kofaktoriiniin pozisyonunda degisiklige neden olmaktadir [18, 19, 89, 98,
110, 113, 114, 116, 117]. Bu farklilik, enzimin katalizleme kinetigini ve substrat
inhibisyonu 6zelligini degistirmektedir [98, 109, 111, 113].

X 1s1m kristalografisi [109, 111, 113] ve homoloji modelleme calismalarina gore [98]
plazmodiyal LDH’1in aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun olusturdugu
yarik ve kofaktdr baglanma bolgesindeki aminoasit degisikligine bagli olarak NADH
kofaktoriiniin  pozisyonundaki degisiklik aktif bolgede genislemis bir hacim ile
sonuglanmaktadir [14, 112, 113]. Insan LDH’ma gére PvLDH’m yapisal ve kinetik
farkliligin1 saglayan bu iki bolge secici inhibitorler i¢in bir tutunma bolgesi olusturmasi ve
enzimin substrat fazlaligini tolere etmesinde Onemli bir rol oynamaktadir [111].
Dolayisiyla Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enzimindeki aktif bolge halkasinin
sahip oldugu pentapeptid insersiyonunun ve kofaktdr baglanma bdlgesindeki Ligs
aminoasidinin yapisal degisiklikleri tolere edip etmediginin test edilmesi biitlin
Plasmodium’lar icin etkili ve segici bir inhibitdr tasarimi i¢in dnemlidir. Plasmodium’lar
disinda aym1 zamanda diger Apikompleksanlara 0zgii olan bu bolge, cesitli enzim
inhibitdrlerini barindirma ve enzim aktivitesini durdururak parazitin 6liimiine sebep olma
potansiyeline sahip oldugu icin Plasmodium’larla birlikte Apikompleksanlar icin de genel
ila¢ tasarim ¢aligmalarinda hedef bdlge olarak kullanilabilip kullanilamayacagi konusunda
bu tez calismasinda acgiklamalar getirilmesi amaglanmistir. Bunun i¢in insanda ve
ekonomik olarak énemli olan hayvanlarda ciddi infeksiyonlara yol acan ii¢ Apikompleksan
tiirli olan Toxoplasma gondii, Eimeria tenella ve Theileria parva’nin LDH enzimleri model
olarak secilmistir. Bu tez calismasinda, PvLDH enziminin kofaktér baglanma bolgesindeki

Lis3 aminoasidinin ve aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun bu ii¢
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Apikompleksanin aminoasitleri ile degistirilmesi sonucu enzimin bu degisiklikleri tolere
edip etmedigi ve yapilan degisikligin enzim kinetigini nasil etkiledigi arastirilmistir.

Bu tez calismasinda yapilan altklonlama ¢alismalarinda, daha 6nceki ¢aligmalarda [156,
164] etidyum bromiir ile boyali jellerde yiiriitilen DNA ornekleri i¢in ortaya g¢ikan
klonlama problemleri devam etmis olup biitiin preparatif amacli jel elektroforezi igin
kristal viyole ile boyanan agaroz jeller kullanilmistir. Plasmodium falciparum LDH’1 i¢in
yasanan problemin [164] Plasmodium vivax LDH’inda da devam etmesi, etidyum
bromiiriin DNA stabilizasyonu iizerindeki olumsuz etkisinin gen klonlamasini etkiledigini
dogrulamis ve ayni zamanda preparatif amaclh jel elektroforezi igin kristal viyole ile
boyanan agaroz jellerin 6nemli bir alternatif oldugunu géstermistir.

Protein iiretim basamagi, yapiya dayandirilmis ilag tasarim c¢aligmalarinin kilit
basamagidir. PvLDH proteininde yonlendirilmis mutagenez ile yapilan degisikligin analiz
edilebilmesi i¢in tez ¢alismasinin bu asamasi onem arzetmistir. E. coli’de over-ekspresyon
genellikle proteinin biiyiik miktarda iiretimi i¢in kabul edilen en iyi yoldur [138]. Bununla
beraber yapilan tez caligmasinda biitlin mutant proteinlerin E. coli JIM105 hiicrelerindeki
ekspresyonlarinin gergeklestigi ancak zayif oldugu goriilmiistiir. Mutant proteinler sadece
IPTG ile indiiklenmis oOrneklerde gozlenmis olup protein ekspresyonu ayni zamanda
Western blot ile dogrulanmistir. Yapilan ¢alismada P/LDH primer antikorunun PvLDH
mutant proteinlerini taniyarak capraz reaksiyon gerceklestirdigi goézlenmistir. P/LDH
poliklonal antikorunun, PvLDH proteinini tanimast iki LDH arasindaki benzerlik oraninin
yiiksek olmasindan kaynaklanirken, mutant PvLDH proteinlerini tanimasinin ise antikorun
baglandig1 epitopun mutant PvLDH proteinlerinde degistirilmemis olmasindan
kaynaklandig1 disiiniilmiistiir. Benzer bir sekildeki capraz reaksiyon Apikompleksan
Eimeria’nin farkli tiirleri arasinda da gerceklesmistir [172]. Capraz reaksiyonun sadece
ayni cinsin tiirleri arasinda degil, ayn1 zamanda Eimeria tiirleri ile Apikompleksa subesinin
diger lyeleri Neospora, Toxoplasma ve Cryptosporidium’un tiirleri arasinda da goriilmesi
[173, 174], Apikompleksan tiirleri arasinda ortak epitop bolgelerinin bulundugunu isaret
etmektedir. Buna bagl olarak bu g¢aligmada kullanilan P/LDH poliklonal antikorunun
PvLDH proteinini tanimasinin yaninda diger plazmodiyal LDH proteinlerini ve hatta diger
Apikompleksan LDH’larmi1 da tanimast muhtemeldir. Kesin olarak dogrulanmasi igin
PLDH primer antikorunun kullanilarak bu tiirlerin LDH enzimleri ile Western blot

caligmalar1 yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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Tez ¢alismasinin hedef bdlgesi olan aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunu
ortak bir epitop bolgesi olarak hedefleyen antikor tarafindan ii¢ Plasmodium tiiriindeki
LDH enzimi belirlenmistir [175]. Dolayisiyla plazmodiyal LDH’1n bu bolgesi antimalarial
hedeften bagka insan LDH’indan farkli olarak sadece plazmodiyal LDH’a 6zgii bir epitop
oldugundan, iyi bir tan1 hedef bolgesi olarak da kullanilabilir [176, 177]. Ayn1 zamanda
ayni epitopa sahip diger Apikompleksanlarin tanisi i¢in de kullanilmasimnin miimkiin
olabilecegi diisiiniilmektedir.

PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun ve kofaktor
baglanma bolgesindeki L¢3 aminoasidinin yOnlendirilmis mutagenez ile degistirilerek
diger model Apikompleksanlara benzetilmesi ile proteinin yapisal degisiklige olan tolerans
durumunu goérmek icin yapilan aktivite 6l¢imiinde Tablo 4.1.’de verilen sonuglar elde
edilmistir. Buna gore aktif bolge halkasinda yapilan aminoasit degisikligine karsi protein
dayaniklidir. Diger Apikompleksanlar model alinarak yapilan bu degisiklik proteinin
aktivitesi i¢in Onem arzetmemektedir. Ancak kofaktor baglanma bolgesindeki Ljgs
aminoasidinin degistirilmesi bu pozisyona yerlestirilen aminoaside goére farklilik
gostermektedir. Proteinin 163. pozisyonundaki Leu aminoasidi Met gibi yine biiylik bir
aminoasitle degistirildigi zaman proteinin aktif olma durumunu etkilememistir. Ancak ayni
pozisyona daha kii¢iik bir aminoasit olan Ser aminoasidinin yerlestirilmesi proteinin
aktivitesini kaybetmesine neden olmustur. Bdylece PvL163S proteininin ekspresyonunun

yapilmasina ragmen inaktif oldugu goriilmustiir.

Tablo 4.1. PvLDH’in aktif bolge halkasinin ve kofaktér baglanma bolgesinin yapisal degisiklige olan
tolerans durumu. Protein ekspresyonu (+: ekspresyon yapilmis); protein aktivitesi (+: aktif, -: inaktif)

Protein Yonlendirilmis Mutagenez | Protein Ekspresyonu Protein Aktivitesi
PvLMITgl | DiogaS1088E108¢ Wi0spNiose + +
PvLM2Tgl D108aS1088E 108 W 1080S108E + +
PvLMIEt D10saQ1ossE10sc W 10spN10sk + +
PvLM2Et Di0saQ1ossE10sc W i0spS108E + +
PvLMI1Tp Ni10saKi0ssE108c W10spN10se + +
PvLM2Tp NiosaE1088E10sc W10spN10se + +
PvL163M Lisol161G162M163G164Gr65 + +
PvL163S Lisol161G1625163G164Grr65 + -
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Mutant enzimlerin aktiviteleri, farkli inkiibasyon siiresi, indiikleme ve farkli substrat
konsantrasyonlar1 gibi parametreler dikkate alinarak karsilastirilmistir. Buna gore enzim
aktivitesi, inkiibasyon stiresi ve indiikleme ile dogru orantili bir iligki gostermistir. Mutant
enzimlerin aktivite degerlerinin logaritmik fazin 3 saatlik orneklerine gore bir gecelik
orneklerde daha yiiksek oldugu gorilmiistiir. Yine IPTG ile indiklenmis oOrneklerde
indiiklenmemis orneklere gore daha yiiksek aktivite elde edilmistir. En 1yi enzim aktivitesi
indiiklenmis bir gecelik orneklerde goriilmiistiir. Bu sonuclara bagli olarak inkiibasyon
stiresi ve indiikleme gibi ekspresyon parametrelerinin artan hiicre yogunluguna ve
dolayistyla artan enzim miktarina paralel olarak aktivite artisin1 sagladig diisiiniilmektedir

(Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).

1 VI Piridweat
1.0
1 Jn0s
B PyLM1Tgl
0.8 B PyLMiTgl
= PvLMIE:L
EE PvLMIE:
mm FvLLITp I
0.6 1 B PvLLE2Tp
%  PvL1630
= Bl PvL1635
fﬂ 0.4 1
=
0.2
u o_ [ I I ] | | |_I-‘ _j_

3h-NI 3h-l ON-NI
Ivlutant Protein Ornelkderi

Sekil 4.1. PvLDH mutant proteinlerinin 1 mM piriivat konsantrasyonundaki aktivitelerinin gosterilmesi. 3h-

NI: Logaritmik fazin 3 saatlik ve indiiklenmemis (non-induced) 6rnekleri; 3h-I: Logaritmik fazin 3 saatlik ve

indiiklenmis (induced) 6rnekleri; ON-NI: Bir gecelik ve indiiklenmemis (non-induced) 6rnekler; ON-I: Bir
gecelik ve indiiklenmis (induced) drnekler
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Sekil 4.2. PvLDH mutant proteinlerinin 10 mM piriivat konsantrasyonundaki aktivitelerinin gosterilmesi. 3h-
NI: Logaritmik fazin 3 saatlik ve indiiklenmemis (non-induced) 6rnekleri; 3h-I: Logaritmik fazin 3 saatlik ve
indiiklenmis (induced) 6rnekleri; ON-NI: Bir gecelik ve indiiklenmemis (non-induced) 6rnekler; ON-I: Bir
gecelik ve indiiklenmis (induced) &rnekler

Artan inkiibasyon siiresi ve indiikleme ile yiiksek diizeydeki ekspresyona bagli olarak
inkliizyon cisimciklerinin olusumu tesvik edildiginden baz1 durumlarda ¢oziinebilir LDH
enziminin ekpresyonu i¢in bu parametreler distiriilmiistir [138]. Dolayisiyla enzim
aktivitesinin inkiibasyon siiresi ve indiikleme ile dogru orantili iliskisinin lineer oldugu
diistinilmemektedir. Bununla beraber mutant enzimlerin aktiviteleri  substrat
konsantrasyonu ile ters orantili bir iligki gdstermis olup substrat (piriivat) konsantrasyonu 1
mM’dan 10 mM’a ¢ikarildigi zaman enzim aktivitesi azalmistir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).
Substrat konsantrasyonuna bagli olarak aktivitenin azalmasimin ileri kinetik analizlerde
elde edilecek sonuclara gore kesin olarak yorumlanmasi miimkiin olmaktadir. Bununla
beraber bu aktivite sonuglari, mutant enzimlerin substrat doygunluguna dayanan zayif bir

substrat inhibisyonu gosterebileceginin muhtemel sonuglari olarak diisiiniilmiistiir.
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Bir proteinin aktif ve saf olarak elde edilmesi kinetik calismalarinin merkezini
olusturmakta olup, saf ve aktif protein olmaksizin bu ileri ¢alismalarin yapilmasi miimkiin
degildir. Bu tez ¢alismasinda PvLDH ve mutant PvLDH proteinleri, yapilmis olan yogun
calismalar ile aktif ve saf olarak elde edilmistir. PvLDH ve mutant PvLDH proteinlerini
saflagtirmak i¢in iki farkli saflastirma protokolii (Protokol 1 ve Protokol 2) kullanilmistir.
Bu iki protokol saflastirma sonrasi proteinin saflik derecesi, miktar1 ve aktivitesi
parametrelerine gore karsilastirildigr zaman Protokol 1 [159, 160] ile daha yiiksek saflik
derecesine sahip protein elde edilirken, Protokol 2 [74] ile daha yiiksek miktarda ve aktif
protein elde edilmistir. Saflagtirmada protein aktivitesinin korunmasi en hassas kriterdir.
Dolayisiyla kinetik caligmalar i¢in kullanilacak saf proteinleri elde etmek i¢in Protokol 2
tercih edilmistir. Mutant PvLDH proteinleri saflastirildiktan sonra kinetik analizleri
PyLDH’a gére yorumlanacagi igin bu proteinlerle birlikte, 104T215 nolu TUBITAK
projesi kapsaminda bir yiiksek lisans tez c¢alismasi ile ortak olarak PvLDH’da
saflastirllmistir. Sekil 4.3.’de Protokol 2 ile saflastirilan PvLDH ve mutant PvLDH
proteinlerinin biitlin fraksiyonlarimin aktivite degerleri gosterilmistir. Protokol 2 ile

proteinler eliisyon asamasinda aktif olarak saflastirilmistir.
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Sekil 4.3. Saflastirilmis PvLDH ve mutant proteinlerin saflastirma fraksiyonlarmin aktivite degerlerinin
gosterilmesi. CL: Hiicre lizati; FT1, FT2, FT3: Siizinti 1, 2, 3; W1, W2, W3: Yikama 1, 2, 3; EI1-El1:
Eliisyon 1-11
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PvLDH proteini saf ve aktif olarak elde edildikten sonra kinetik analizi yapilmstir.
PvLDH kullanilarak elde edilen kinetik sonuglar biitiin mutant proteinler i¢in elde edilen
sonuclarin karsilagtirmali yorumunda kullanilmigtir. PvLDH’1n Tablo 1.2.’de verilen farkli
gruplar tarafindan elde edilen kinetik degerleri [98, 111] yapmis oldugumuz ¢aligmada elde
edilen sonuclarla karsilastirildigi zaman bu degerlerin gruplar arasinda degiskenlik
gosterdigi goriilmistiir. Dolayisiyla bu tez calismasinda elde edilen mutant PvLDH
proteinlerinin kinetik sonuclarinin yine yapmis oldugumuz calismada elde edilen yabanil
tip enzimin (PvLDH) kinetik degerlerine gore yorumlanarak laboratuvar i¢i birligin
saglanmasinin dogru bir karar oldugu goriilmiistiir. PvLDH enziminin K, degeri 37,8 uM,
ket degeri ise 190 min”' olarak bulunmustur. Yapmis oldugumuz ¢alismada PvLDH’in
konsantrasyon bagimli bir deger olan k., degerinin diisiik bulunmus olmasinin, protein
miktariin daha diisiik olarak elde edilmis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.
Bu durum farkli protokoller ile elde ettigimiz protein miktarindaki farkliliklar1 ve yapmis
oldugumuz c¢ok yogun c¢alismalarla saflastirmanin neden optimize edildigini de
acgiklamaktadir.

PvLDH’m kinetik analizi yapildiktan sonra mutant PvLDH proteinlerinin de analizi
yapilarak PvLDH’a gore kinetik farkliliklar1 gosterilmistir. Buna gére PvLDH’in aktif
bolge halkasinin Toxoplasma gondii LDHI1’dekine benzetilmesi i¢cin DKEWN
pentapeptidinin sirastyla DSEWN ve DSEWS olarak degistirildigi PvLMI1Tgl ve
PvLM2Tgl mutant proteinlerinin K, degerleri yiikselirken ks degerleri diismiistiir (Tablo
4.2)). Bu degisiklik enzimin aktif bolgesinin piriivata ulasma kapasitesinin azaldigini ve
piriivata baglanmasina ragmen enzim kataliz hizinin diistiiglinii gostermektedir. Ayni
pentapeptid, Eimeria tenella LDH’1 model alinarak sirasiyla DQEWN ve DQEWS olarak
degistirildigi zaman PvLMIEt ve PvLM2Et mutant proteinlerinin K,, degerleri
yiikselmistir. Ayrica yapilan degisiklikler sonucunda PvLM2Et mutant proteininin Ky
degeri, PvVLM1Et mutant proteininkine gore yabanil tip proteine (PvLDH) daha yakin bir
deger ile sonu¢lanmistir (Tablo 4.2.). Bununla birlikte bu mutagenezler 7g1LDH’1n taklit
edildigi mutagenezlerde oldugu gibi protein iizerinde c¢ok carpict bir degisiklik
yapmamistir. PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki DKEWN insersiyonunun
Theileria parva’nin LDH enzimindeki pentapeptid model alinarak sirasiyla NKEWN ve
NEEWN olarak degistirildigi PvLMI1Tp ve PvLM2Tp mutagenezlerinde ise diger
mutagenez caligmalarindan farkli olarak yapilan degisiklikler ile enzimin substratina ilgisi

hemen hemen degismeden kalmis ancak her iki enzimin de k¢, piriivat degerleri arttigindan
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bu degisikligin yapilmasi ile beraber enzimin katalitik aktivitesinde iyilesme
gerceklesmistir (Tablo 4.2.). Dolayisiyla PvLDH enzimi aktif bolge halkasindaki
pentapeptid insersiyonunun kisalmasini tolere edemezken [178, 179] aymi bolgedeki
aminoasit degisikligini daha iyi tolere edebildigi goriilmiistiir. Yine ayn1 sekilde P/LDH
enzimi de aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun kisalmasini tolere
edemezken [164] ayn1 bolgedeki aminoasit degisikligini tolere ederek PvLDH ile benzer
sonuclar verecegi diisiiniilmektedir. Cesitli enzim inhibitorlerinin tutunmasi i¢in 6nemli bir
bolge olan PvLDH’1n pentapeptid insersiyonunun diger Apikompleksanlardan 7Toxoplasma
gondii, Eimeria tenella ve Theileria parva LDH’larindakine benzetilmesi PvLDH’in
substratina ilgisini ve katalizleme hizim1 degistirirken katalitik aktivitesini tamamen
ortadan kaldirmamistir. Bu yiizden bu tez c¢alismasinda elde edilen sonuclara gore,
PvLDH’m aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonunun olusturdugu yariga uyumlu
bir inhibitdr bulunmasi durumunda, ayni inhibitor diger model Apikompleksanlarin LDH
enzimleri i¢in de kullanilabilecek ve bdylece hem Plasmodium’lar hem de diger
Apikompleksanlar icin ortak bir inhibitér gelistirmek miimkiin olabilecektir. Inhibitér
gelistirme ve ila¢ tasarim caligsmalar i¢cin ortak hedef secgilen peptapeptid insersiyonu,
Plasmodium ve diger Apikompleksanlarin LDH 11 insan LDH’indan farklandirdig1 igin

ayn1 zamanda etkili ve se¢ici bir inhibitdr bulunmasini kolaylastiracaktir.

Tablo 4.2. PvLDH’1n aktif bolge halkas1 mutagenezlerinin Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim K (M) Keae (min™) Keat/ Kin (min™ M™)
PvLDH 37.8 190 5.0x10°
PvLMI1Tgl 63.9 112 1.8x10°
PvLM2Tgl 93.1 121 1.3x10°
PvLMIEt 86.3 122 1.4x10°
PvVLM2Et 62.9 187 3.0x10°
PvLMI1Tp 48.0 316 6.6x10°
PVLM2Tp 48.2 254 5.3x10°

Plazmodiyal LDH’in aktif bolge halkasindaki pentapeptid insersiyonuna benzer
insersiyonlar, farkli plazmodiyal enzimlerde de bulunabilmektedir [180-182]. Proteinleri
insandaki esdegerinden farklandiran boyle insersiyonlar plazmodiyal proteinlerin genis bir

kisminda (= % 90) bulunmaktadir [183]. Plazmodiyal proteinlerin yanisira diger
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Apikompleksan proteinlerinde de bdyle insersiyonlar bulunmaktadir [184-186]. Bu
insersiyonlara sahip proteinlerin belirlenmesi ve insersiyonlarinin protein fonksiyonu igin
Ooneminin anlagilmasi hedef molekiillerin sayisini genisletmek i¢in 6nemlidir. Bununla
beraber insersiyon dizisinin enzim ig¢in Oneminin arastirildigi bazi ¢alismalar vardir.
Plasmodium falciparum’daki glutatyon rediiktaz enziminin insersiyon dizisinin mutasyonal
delesyonu, insersiyonun enzimin stabilitesi ve katlanmasi i¢in Onemli oldugunu
gostermistir  [187]. Plasmodium berghei’deki bifonksiyonel enzim glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz-6-fosfoglukonolaktonaz  (G6PD-6PGL)’in  insersiyonundaki  delesyon,
enzimin 6PGL aktivitesini etkilemezken, G6PD domaininin inaktivasyonuna neden
olmustur. P. berghei’deki ayni insersiyonun P. falciparum’daki insersiyonla yer
degistirmesi ise 6PGL aktivitesini artirirken G6PD aktivitesini biraz diisiirmiistiir [188].
Yine P. falciparum’daki enolaz enziminin insersiyonunun delesyonu, bu insersiyonun
enzimin katalitik aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gosterirken [189], Toxoplasma gondii
enolaz enzimindeki benzer calisma substrat affinitesinin azalmasi ile sonu¢lanmustir [190].
Dolayisiyla bu tez calismasinda yapilan, PvLDH enziminin aktif bolge halkasindaki
pentapeptid insersiyonunun analiz ¢aligmalarinin 6nemi, benzer biitlin c¢alismalar
tarafindan desteklenmistir.

PvLDH enziminin kofaktdr baglanma bolgesindeki Leujs; aminoasidinin model
Apikompleksanlardaki Met;¢3 aminoasidi ile degistirildigi PvL163M proteini tez
calismasinin kofaktoér baglanma bolgesi mutagenezlerinden elde edilen tek aktif protein
olmustur. PvL163M enzimi aktivitesini korumasina ragmen substratina olan ilgisi yaklagik
olarak 5 kat azalmis ve katalitik hizi yar1 yariya diismistiir. Ayrica 20 mM piriivat
konsantrasyonunda c¢ok az da olsa substrat inhibisyonu goriilmiistiir (Tablo 4.3.). Buna
gore PvLDH diger model Apikompleksanlardaki Met;s; aminoasidi yerine Leujes
aminoasidi ile substratina daha etkin bir baglanma saglamakta ve daha iyi bir katalitik
aktivite gostermektedir. Bununla beraber PvLDH enziminin kofaktér baglanma
bolgesindeki Leu;s3 aminoasidinin Serj¢3 aminoasidi ile degistirildigi PvL163S proteini
aktivitesini kaybetmistir (Tablo 4.3.). Yapilan bu degisiklik protein i¢in 6nemli olup
muhtemelen 163. pozisyonuna Leu aminoasidinden daha kii¢iik yapida ve ayni1 zamanda
hidrofilik olan Ser aminoasidinin yerlesmesi proteinin aktivitesini gosterecek lic boyutlu
yapiy1 olusturmasini engellemistir. LDH enzimi i¢in 163. pozisyonun 6nemi Serl63Leu
mutagenezi ile substrat inhibisyon 6zelligini kaybeden insan LDH enziminin LDH-M ve

LDH-H izomerlerinde ve Bacillus stearothermophilus LDH enzimlerinde de gosterilmistir
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[132, 133, 135]. Yine PfLDH ile yapilan Leul63Ser mutagenez ¢alismalari ile proteinin
inaktif oldugu tespit edilmistir [149]. Insan LDH’inda, kofaktér NADH’1n nikotinamid
halkasinin karboksiamid yan zinciri, Serje;’lin hidroksil grubu ile bir H,O molekiilii
araciligiyla hidrojen bag1 yapmaktadir [128]. PALDH’da, biiyiik ve hidrofobik bir aminoasit
olan Leu aminosidinin yapiya dahil olmasi, H,O molekiiliinlin baglanma bolgesinin
kaybina ve buna bagli olarak konformasyonel degisime neden oldugundan Leuie;
aminoasidinin Serje3 ile yer degistirmesi hidrojen bagi olusumunu imkansiz kilmaktadir.
Bu durum kofaktér ve enzim arasindaki iligkiyi azaltarak indirgenmis substrat
inhibisyonuna neden olmaktadir [144]. PvLDH proteini ile yapilan ayni mutagenez
calismasi ile elde edilen PvL163S mutant proteini de inaktif olarak eksprese edilmis olup
163. pozisyondaki Leu aminoasidinin protein i¢in onemli oldugu gosterilmistir. Insan
LDH’inda ayni1 pozisyonda bulunan Ser aminoasidi PvLDH’1n 163. pozisyonu i¢in uygun
bir aminoasit olmadigindan protein PvL163S mutagenezi ile aktivitesini kaybetmistir. Bu
sonuglara gére PvLDH enziminin kofaktér baglanma bolgesindeki Leu;s; aminoasidi

enzimin aktivitesi ve indirgenmis substrat inhibisyonu i¢in dnemlidir.

Tablo 4.3. PvLDH’1n kofaktor baglanma bdlgesi mutagenezlerinin Steady-State kinetik sabiteleri

Enzim Kn (uM) Keae (min™) Keat/ K (min™ M™)

PvLDH 37.8 190 5.0x10°
PvL163M 179.2 97 5.4x10°
PvL163S - - -

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda yapilan c¢aligmalar ile elde edilen sonuglara gore
PvLDH enziminin aktif bolge halkas1 ve kofaktor baglanma bolgesi yapiya dayali ilag
tasarim c¢alismalar1 i¢in Onemli bir hedeftir. Aktif bolge halkasindaki pentapeptid
insersiyonu Plasmodium’lar arasinda korunmus olup bu bdlge hedef alinarak P. vivax igin
gelistirilen bir inhibitoriin diger tiirler icinde kullanilmasi miimkiin olabilir. Ayrica aktif
bolgedeki pentapeptid insersiyonu model Apikompleksanlardakine benzetildigi zaman
PvLDH enzimi yapilan degisikligi tolere edebilmektedir. Dolayisiyla bu sonug, aktif bolge
halkasinin Plasmodium’larla birlikte Apikompleksanlar icin de genel ila¢ tasarim
calismalarinda hedef bdlge olarak kullanilabileceginin bir gostergesidir. Yine

dehidrogenazlarda benzer yapiya sahip olan kofaktor bolgesinin iyi bir hedef olabilecegi
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genellikle diisiiniilmemesine ragmen [67, 98, 121] PvLDH enziminin 163. pozisyonunda
yapilan mutagenez calismalar1 ile kofaktér baglanma bdlgesinin de yapiya dayali ilag

tasarim ¢aligmalari i¢in degerlendirilmesi gerektigi gosterilmistir.
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