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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

Plasmodium vivax’in LAKTAT DEHIDROGENAZ ENZIMINI KODLAYAN GENININ
POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU ILE iZOLASYONU VE KLONLANMASI

Ekrem AKBULUT

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

2003, Sayfa : 50

Varolan antimalariallara karsi ila¢ direncinin olusmast yeni ilaglarin gelistirilmesinin
gerekliligini vurgulamaktadir. Bu amagla bu tezde Plasmodium vivax Belem soyu (FRANSA)
genomik DNA’sindan laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen (PvLDH) klonlanmis ve dizi
analizi yapitlmistir. PvLDH geni giiniimiize kadar klonlanan ikinci insan malarial laktat
dehidrogenaz’idir. DNA dizisi, PYvLDH in Plasmodium falciparum LDH*1 (PfLLDH) gibi 316
amino asitlik bir proteini kodlayan 951 bp agik okuma gergevesini igerdigini gosterdi.
PyvLDH in PALDH ve bilinen diger bazi LDH’lar amino asit dizi kiyaslamasi, PvLDH"n sirasi
ile PALDH ile %90,1, Plasmodium berghei LDH’1 ile %90,8, Plasmodium yoelii LDH"1 ile
%90,5, insan-M; LDH’1 ile %26, insan-Hy LDH’1 ile %25 benzer oldugunu gosterdi. Ayrica
PvLDH’in Glutamat-48 ve Glisin-217 olmak tizere iki tek amino asit delesyonuna sahip oldugu
gosterildi. En ¢ok dikkat ¢eken aktif bolge halkasinda 5 amino asit ilavesidir. Onceden
PALDH’dan elde edilen yiiksek ¢6ziintirliik!ii X 1g1n1 yapisi bu bolgenin enzim inhibitérleri igin

cazip bir hedef olabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Sitma, Plasmodium vivax, Laktat Dehidrogenaz, Polimeraz Zincir

Reaksiyonu.

VIII



ABSTRACT

MASTER THESIS

ISOLATION AND CLONING OF Plasmodium vivax LACTATE DEHYDROGENASE
GENE BY POLYMERASE CHAIN REACTION

Ekrem AKBULUT

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

12003, Page : 50

Emergence of drug resistance to the existing antimalarials emphasizes the need for the
development of new drugs. To this aim, in this thesis, a lactate dehydrogenase gene was cloned
and sequenced from genomic DNA of Plasmodium vivax Belem strain (PvLDH). This is the
second human malarial lactate dehydrogenase cloned to date. DNA sequence showed that like
Plasmodium falciparum LDH (PfLDH), PvLLDH contains a 951 bp open reading frame, coding
for a 316 aminoacid protein. Aminoacid sequence alignment of PvLDH to P/LDH and to some
other known LDHs indicated that PvLDH has %90,1 residue identities with P/LLDH and 90.8%,
90.,5%, 26%, 25% , P. berghei, P. yoelii, insan-M,, insan-H; LDHs respectively. It was aiso
shown that PvLLDH has two single aminoacid deletions, which are Glutamat-48 and Glisin-217.
Most remarkable is a five residue insertion in the active site loop region. The high resolution X-
ray structure previously obtained from P/LDH showed that this site might be an attractive target

for inhibitors.

Keywords : Malaria, Plasmodium vivax, Lactate Dehydrogenase, Polymerase Chain Reaction.
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1 GIRIS

Sitma, anofel cinsi sivrisineklerin kan emerken tasidiklari sporozoitleri konuk¢u canhya
transferiyle bulasan bir infeksiyon hastahigidir. Bu dongii 6karyotik parazitik protozoa olan
Plasmodium cinsi tarafindan gergeklestirilir [1].

Cok eski g¢aglardan beri var olan Plasmodium cinsi daha ¢ok kuslari infekte etmekle
birlikte kaplumbaga, kertenkele ve yilanlar gibi siiriingenleri de infekte ederler. Ayrica
Plasmodium  tiirleri primatlar, kemirgenler gibi memelilerde ve diger bazi memeli
familyalarinda da infeksiyona sebep olabilir.

Plasmodium’un 4 tiirii insanda sitmaya sebep olur. Bunlar; Plasmodium vivax (tertian),
Plasmodium  falciparum (tertian), Plasmodium ovale (tertian) ve Plasmodium malariae
(quartan)’dir. Bir tertian atesi, ndbetler arasinda atesin olmadig: bir giin ile ifade edilirken, bir
quartan atesi ise nobetler arasinda atesin olmadig: iki giin ile karakterize edilmistir. Bunlardan
P. falciparum digindakiler ciddi derecede hastaliga sebep olurlar fakat nadiren Sldiiriictidiirler.
P. falciparum ise daha ciddi ve ilerleyen bir hastalik siireci olusturur. Bu siire¢ hastanin birkag
giin iginde oliimiine bile sebep olabilir [1].

P. vivax daha ¢ok sicak ve tropik bolgelerde infeksiyona sebep olur ve Plasmodium
tiirleri igerisinde tiim diinyada en genis cografi yayilim gosteren tiirdiir. P. falciparum Afrika’da
ve giineydogu Asya’nin bilyiik bir boliimiinde yaygindir. P. vivax ise daha gok giiney Asya ve
Amerika’nin merkezinde yaygindir. P. ovale yalnizca bati Afrika ve pasifik yerlilerinde hastalik
olusturur. Diger irklar bu tiire dogal olarak bagisiklik kazanmistir. P. malariae olgusuna ise pek
rastlanilmamaktadir. P. malariae’nin anofellerdeki evriminin uzun siirede gergeklesmesi nedeni
ile sporogoninin tamamlanamadan anofellerin yasamlarini yitirmeleri bunun temel nedeni
olarak gosterilmektedir [2]. Afrikali zenciler P. vivax enfeksiyonuna direng gosterirler. Ciinki
bu populasyonda Duffy kan grubu antijeni nadirdir. Bu antijen P. vivax merozoitlerinin
eritrositlere baglanamamasinda rol oynar. Bu antijenin Afrikali zenci niifus iginde nadir
goriilmesi dogal olarak P. vivax’a kargi bir dogal direng mekanizmasinin geligmesini saglamistir
[

Sitma, giiniimiizde diinyanin AIDS ve tiiberkiilozdan sonra en o6nemli bulasic
hastaligidir. Diinya niifusunun %40’1 sitmanin yaygin oldugu boigelerde yasamaktadir. Her yil
160-200 milyon yeni sitma olgusu ¢ikmakta, yillik klinik olgu sayisi ise 300-500 milyonu
bulmaktadir. Bu saymin 3 milyona yakini 6lmektedir. Toplam sitma olgusunun %901 Afrika
kitasinda goriilmektedir. Diger sitma vak’alaninin 2/3’4 Hindistan, Brezilya, Vietnam, Sri-

Lanka, Kolombiya, Solomon Adalarinda yaygin olarak goriilmektedir. Daha ¢ok hamilelerde ve



5 yas alti gocuklarda goriilen sitma yiiziinden her yil 1 milyonu askin gocuk yasamini
yitirmektedir [1, 3]..

Ulkemizde _sitma hakkindaki sayisal degerlere dayanan bilgiler pek eskilere
inmemektedir. Buna karsilik Anadolu’daki birgok eski uygarligin sitma yiiziinden ortadan
kalktigr bir gercektir. Ulkemizde ilk defa Ismail Hakk: Bey, dikkatleri sitma iizerine ¢ekmistir.
1914-1918 savas yillarinda ordumuzda 412671 Kkisinin sitmaya yakalandigint ve bunlarmn
20568 inin oldiigiint bildirmistir. Daha sonraki yillarda sitma inige baslamis ve gittikge azalmig
ancak 1975 yilindan sonra tekrar tirmanisa gegmistir. Ulkemizde goriilen vak’a sayilarmmn
yillara gore dagilimi ve bu dagihminin gergek bir zaman dagiliminin gzelliklerini verip
vermedigi kuskuludur {4]. Buna karsin kendi i¢inde tutarhi kabul edilerek bildirimi yapilan
vak alarin 1925-2002 yillart arast dagilimi Tablo 1.1°de verilmistir. Tiirkiye’de gorilen P. vivax
sitmasimin  hafif seyretmesi ve dogrudan hastaliga bagh oliimler yapmamas, hastaligin
dnemsenmemesine neden olmaktadir. Oysa; Tiirkiye’de gérﬁleﬁ sitma dogrudan 6liimlere neden
olmamakla birlikte, hamile kadm.larda diisiiklere, diisiik dogumlara bagli anne Sliimlerine yol
agarak oldukga 6nemli olmaktadir.

Sitmanin anofel cinsi sivrisinekler tarafindan bulastirildiginin kesfinden bu yana
yiizyildan daha fazla zaman gegmesine ragmen sitma hala kontrol altina alinamamistir. Bu
hastaligin tiim diinyada kontrol disina ¢ikmasinin iki temel nedeni vardir. Bunlardan ilki; sitma
parazitlerinin tek konafi olan anofel cinsi sivrisineklerin bilinen insektisidlere karst direng
kazanmasi, ikincisi ise giiniimiizde bazi sitma parazitlerinin mevcut antimalarial ilaglara kars:
direng¢ kazanmig olmasidir. Bu durum yeni antimalarial ilagiarin gelistiriimesini gerekli
kilmistir. Parazitlerin metabolik yollarinda kullandikiart enzimier yapiya dayandirtimis ifag
tasarim ¢ahgmalarmnin ilk hedeflerinden birisidir. Plasmodium’un glikolitik enzimleri hem yeni
antimalarial ilaglar i¢in hedef molekiiller hem de hastaligin teshisinde kandaki parazit diizeyini
gosteren birer indikator olarak tanimlanmustir [S, 6, 7, 8]. Bu bilgiler 1s18inda plazmodiyal laktat
dehidrogenaz (pLDH) yeni antimalarial ilaglarin gelistirilmesi igin hedef enzim olarak
secilmistir. ilerideki boliimlerde de agiklanacag: gibi yaklasim basarih bir sekilde Plasmodium
falciparum LDH ma (P/LDH) uygulanmaktadir. Bu yiiksek lisans tez galigmasinda isc ayni
¢alismanin diinyada ve Tirkiye’de en yaygin Plasmodium tiiri olan Plasmodium vivax'a
uygulanmasi igin bu tiriin laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan geninin izolasyonu

amaglanmustir,




Tablo .1 Turkiye’deki sitma olgularinin 1925-2002 yillari arasi dagihmi,

YIL VAKA YIL VAKA YIL VAKA YIL VAKA
1925 1434 1945 16739 1965 4587 1985 JF 47311
1926 14791 1946 10373 1966 3793 1986 37899
1927 10190 1947 5979 1967 3975 1987 20134
1928 9928 1948 7298 1968 3318 1988 16245
1929 - 361806 1949 4973 1969 2173 1989 12112
1930 45653 1950 421} 1970 1263 1990 8680
1931 61241 1951 20132 1971 2046 1991 12218
1932 72500 1952 8400 1972 2892 1992 18676 |
1933 50609 1953 5227 1973 2438 1993 47210
1934 48744 1954 2489 1974 2877 1994 84345 |
1935 40842 1955 1494 1975 9828 1995 82096
1936 62466 1956 1573 1976 37320 1996 60884
1937 69850 1957 5536 1977 115512 1997 35456
1938 81702 1958 11213 1978 87867 1998 36842
1939 120060 1959 7305 1979 29324 1999 20963
1940 155683 1960 3092 1980 34154 2000 11432
1941 94534 1961 3498 1981 54415 2001 10812
1942 146077 1962 3594 1982 62038 2002 10224
- 1943 115546 1963 4365 1983 66681
1944 80387 1964 5081 1984 55020

1.1 Sitmanm Tedavisinde Kullanilan ilaclar

Saglik hizmetlerinin yetersiz oldugu gelismekte olan iilkelerde sitma tedavisinde
kullamilacak ideal bir ilag tek dozda etkili olmali, ayrica parazitin tim evrelerine etki
gostermelidir. Ne yazik ki, heniiz bdyle bir ilag gelistirilememistir. Bununla beraber. basta /.
Sfalciparum olmak iizere, sitma tiirlerinin ilaglara kars1 gosterdigi direng sitma tedavisinde
onemli bir sorun olarak giindemdeki yerini korumaktadir. Sitma ilaglari koruma (profilaktik),
sagaltma (terapotik) ve bulagmay: eﬁge]leme amaglari ile kullanthr.

Sitma tedavisinde kullanilan ilaglart kimyasal igeriklerine bagl olarak 8 grup altinda

inceleyebiliriz [9]. Bunlar;

A) Arilaminoalkoller: Kinin, meflokin ve halofantrin arilaminoalkoller igerisinde yer alan
ilaglardir. Bunlar yalnizca sitma parazitinin hemoglobini sindiren kan evrelerine etkili olan kan
sizontosidleridir. Kan evrelerine izl etki gostermeleri nedeni ile genellikle akut infeksiyonun

sagaltiminda kullanmlirlar. Ancak, meflokin profilaksi i¢in de kullaniimaktadir.



B) 4-aminokinolonlar: Bu grup igerisinde yer alan klorokin ve amodiakin, arilaminoalkoller
gibi  kan sizontosidleridir. Kan sizontosidlerinin, hemoglobinin sindirildigi parazit
lizozomlarinda birikerek ve toksik hemin eriyik olmayan hemozine (sitma pigmenti)
polimerizasyonunu engelleyerek etki gdsterdikleri diistinitlmektedir. Hizls etkileri nedeni ile
sitma sagaltiminda ¢ok Onemlidirler. Klorokin ayrica korunmada da kullanilir. Bu grup
icerisinde yer alan ve antimalarial ilaglar igerisinde 6nemli bir yere sahip olan klorokinin ilk
olarak ortaya ¢iktigi 1940’larda etki hizina, giivenligine ve genis etki spektrumuna hicbir
antimalarial ilag ulasamamistir. Klorokine direngli P. falciparum  suslarinin = hizla
yayginlagmasina vc; giderek artan sayidaki klorokine direngli P. vivax olgularina ragmen
klorokin halen diinyada gok yaygin olarak kullanilmaktadir. Asya’da P. falciparum sitmasinin
sagaltimmnda artik klorokin kullanilmamaktadir. Son 10 yili agkin bir siiredir kullanilmadig;
¢in’de klorokine direncin azaldig: bildiritmistir. Klorokin, duyarlt suslara karsi ¢ok etkili ve
hizli bir kan sizontosididir. Aymi zamanda P. vivax, P. malariae ve P. ovale’ye Kkarsi

gametosidal etkilidir.

C) Siilfonlar ve Siilfonamidler: Diamino-diafenil siiifon ve siilfonamidler (siilfadoksin,
siilfalen ve ko-trimoksazol) Tip 1 antifolat ilaglar olarak bilinirler. Bu ilaglar yalnizca
mikroorganizmalarda bulunan dihidropterat sentetaz enzimi igin yarigirlar, sitmada etkensel

profilaksi ve sagaltim igin kullanilirlar.

D) Biguanidler: Proguanil ve klorproguanil tipki diamino-pirimidin pirimetamin gibi triazine
etkili metabolitlere (sikloguanil ve klorsikloguanil) sahiptir. Bu ilaglar malarial dihidrofolat
reditktaz enzimini ozgiil olarak inhibe ettigi igin, Tip 2 antifolat ilaglar olarak adlandirilirlar.
Sitma parazitinin tiim gelisim evrelerini inhibe etmeleri nedeni ile bu ilaglar etkensel profilaksi
amact ile kullanilir ve sivrisinekteki sporogonik evrelerin gelisimini engeller (sporontositler).
Tip 1 ve 2 antifolatlarin etkili kombinasyonlart (Ornegin; siilfadoksin-pirimetamin) kan
sizontosidlerine direngli infeksiyonlarin sagaltiminda, 6zellikle P. falciparum sitmasimnin kinine

direngli suslarinda kininin meydana getirdigi klinik iyilesmeyi saglamlastirmak i¢in kullanilir.

E) 8-aminokinolinler: Bu gruba dahil olan Primakinin, karacigerde kininin aktif
metabolitlerine doniistiigiine inaniimaktadir. Bunlar 6zellikle insanda gelisim gosteren evrelere
(hipnozoitler ve gametositler) etkilidirler. Gelisim evrelerine etkili oldugu konsantrasyonlarda
konaga karsi toksik etki gosterirler. Bu ilaglar P. falciparum sitmasinda gametosidal, P. vivax ve

P. ovale sitmalarinda hipnozoitosidal (antirelaps) ilaglar olarak kullanilirlar.



F) Antibiyotikler: Tetrasiklin, doksisiklin, klindamisin ve florokinolonlar pre-eritrositik
evrelere ¢ok az etkili iken kan evrelerine yavas ancak belirgin seviyede etkilidir. Bu ilaglarin
hepsi muhtemelen ribozomal protein sentezini inhibe ederler. Bu ilaglar kinine direngli sitma
suslarina karst klinik iyilistirmeyi giiglendirmek amaci ile kullanilirlar. Doksisiklin ayrica

supresif profilaktik olarak da kullanilabilirler.

(G) Naftokinonlar: Atovakon bu gruba dahildir. Parazitin tim gelisim evrelerine potansiyel
profilaktik etkileri vardir. P. falciparum sitmasinin sagaltiminda kullamldiginda direngli
klonlarin ortaya ¢gikmasina bagl olan niiksler sik karsilasilan bir sorundur. Ancak tetrasiklin ve

proguanil gibi diger ilaglarla birlikte kullanildiginda etkin sonuglar ahindig gézlenmistir.

H) Peroksit antimalariallar: Qinghao (Artemisia annua) bitkisinden qinghaosu (artemisinin)
adr verilen ve yapist bilinen sitma ilaglarina benzemeyen bir aktif madde izole edilmis, bu
madde saflastirtlip kristalize edilerek sitmaya kars1 etkinligi gosterilmistir. Yaptlan arastirmalar
bu ilaglarin diger sitma ilaglarindan daha hizh etki sagladiklari, etkinliklerinin yiiksek, yan
etkilerininse az olduklarim1 g&stermistir. Artemisin tiirevleri klorokin ve kinine direngli
parazitlere karsi da etkili olan kan sizontosidleridir. Bu ilaglarin embriyotoksik etkilerinden

dolay1 profilaktik kullaniminin gimdilik uygun olmadigi diisiiniilmektedir.
1.2 Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Laktat dehidrogenaz (LDH; EC 1.1.1.27; L-lactate: NAD' oxidoreductase) hidrojen
transfer eden bir enzimdir. Bu enzim, L-laktatlarin piriivatlara oksidasyonunu veya piriivatlarin
laktata rediiksiyonunu nikotinamid adenin diniikleotit (NAD") aracthigs ile katalizler. NAD'
hidrojen ahicisidir. LDH’1in katalizledigi reaksiyon doniisimlii bir reaksiyondur. Bu reaksiyon

asagida sematize edilmistir:

CH3 CH?
| |
H—C—O—H + NAD' =———— C=0 + NADH + H'

COOH COOH
L-Laktat Piriivat
;cvﬁ&ﬁmﬂﬂa:nM%ﬁﬁ?“”
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Omurgalilarda LDH molekiil agirhg 140,000 dalton olan tetramerik bir enzimdir.
Farkli amino asit bilesimindeki iki form her tiirde bulunur. Bunlar; iskelet kast ve daha ¢ok
diger anaerobik dokularda bol bulunan M (M,) formu ile kalp gibi aerobik dokularda bol
bulunan H (Hy) formudur. LDH iki farkli polipeptit zincirinin 5 farkli konfigiirasyonda dizilimi
neticesinde olusan 5 izoenzime sahiptir. Bu izoenzimler; LDH-1(H4), LDH-2(H;M), LDH-
3(H,M;), LDH-4(HM;), LDH-5(M,) olarak ifade edilmektedir. Bu izoenzimlerin her biri iki
temel yapisal genin (M ve H zincirlerine karsilik sirastyla A ve B genleri) denctimi altindadir.
Bunlar kimyasal kompozisyon, kinetik ve immiinolojik ozellikleri ile birbirlerinden ayirt
edilebilir. Ozellikle My ve Hy formlart farkh kinetik dzelliklere sahiptir. Bu izoenzimler her ne
kadar ayni tepkimeyi katalizlese de, bu isi farkl izoenzimler farkli fizyolojik roller oynayarak
yaparlar [10, 11]. Bununla beraber memelilerin ve kuslarin testis ve spermatazoalarinda C geni
tarafindan kodlanan X formu vardir. ilave olarak gadoid baliginin karaciger dokusunda ¥ formu
bulunurken kemikli baligin fotoreseptorlerinde E formu bulunur [10]. Bakterilerde, molekiil
agirhgr 70,000 dalton olan dimer ve 140,000 dalton olan tetramer formlarindan biri bulunabilir
ve bir ¢ogu fruktoz-1,6-bifosfat (FBP) tarafindan aktive edilir [12]. Omurgalilar ve bitkilerin
LDH’larinda sadece laktatin L-izomeri iiretilirken; omurgasizlar, basit yapilh funguslar ve
prokaryotik organizmalarda D- veya L-laktatin (NAD" spesifik dehidrogenaz) ikisinden biri
veya her ikisi bulunur [10]. Lactobacillus plantarum ve Neisseria gonorrhoeae gibi bazi
prokaryotlar ayni hiicre igerisinde D- ve L-LDH enzimlerinin her ikisine de sahiptirler [13, 14].

LDH’in substratin baglanmasindan sorumlu olan amino asitleri (Arg-171, Arg-109,
Asp-168, His-195, Thr-246) kinetik [15], kimyasal [16, 17] ve yapisal olarak [10, 18, 19] analiz
edilmistir.

Histidin-195 bir proton alicisi/vericisi gibi davranir ve ayni zamanda aktif bolge
igerisinde substrata yonelir. Histidin-195’in imidazol grubu protonlanmadikga LDH’in enzim-
NADH-oxamat ya da enzim-NADH-piriivat kompleksini olusturamadigi gosterilmistir. Kristal
yapt 109. ve 171. pozisyonda yer alan arjinin amino asitlerinin aktif bdlgede yer aldigini
gostermistir. Ajinin-109 keto-asidin karbonil bagini polarize etmesi i¢in yardim eder ve boylece
oksijene proton transferini ve karbona hidrat transferini saglar. Arjinin-171 substratin ctkili
yonelmesini saglayarak substrat-karboksilat ile iki noktada gli¢lti bir etkilesim saglar. Threonin-
246 kismen substrat ayirimindan sorumludur. Threonin-246 substrat baglamada gorevli 6nemli
bir aktif bolge amino asididir [16]. Ug boyutlu yapida threonin-246 amino asidi substratin
karboksil grubu ile hidrojen bag olusturur [19].

Histidin-195, aspartat-168, arjinin-109 ve arjinin-171in bilinen tiim LDH dizilerinde

tamamen korunmus olmasi bu amino asitlerin enzimin fonksiyonunda hayati rolleri oldugunu



gostermistir. Bu aynt zamanda yonlendirilmis mutagenez ¢aligmalari ile de gosterilmistir [15,

20,21, 22].
1.3 Plasmodium falciparum’un Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Plasmodiun; tiirlerinin antimalarial ilaglara kars1 direnci tiim diinyada giderek ciddi
boyutlara ulagmaktadir. Sitma ile miicadelede mevcut antimalarial ilaglarin etkinligini zamanla |
kaybetmesi yeni antimalarial ilaglarin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Plasmodiun’un izole
edilen glikolitik enzimleri hem yeni antimalarial ilaglar igin hedef molekiiller olarak hem de
hastahgmn teshisinde birer indikator olarak tanimlanmistir [5, 6, 7]. Yapilan ¢alismalar sonucu
tanimlanan glikolitik enzimlerin bazi 6zellikleri ile konakgidaki homologu olan enzimden farkh
oldugu tespit edilmistir [5, 23, 24, 25, 26]. Glikolitik enzimlerden ¢ogu izole edilmis.
klonlanmis ve tamamen niikleotid dizileri belirlenmistir. Bunlardan bazilari; fruktoz bifosfat
aldolaz, glukoz-6-fosfat izomeraz, fosfogliserat kinaz (PGK), heksokinaz, laktat dehidrogenaz,
trioz-fosfat izomeraz (TPI), gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz ve enolaz (2-fosfo-D-gliserat
hidrolaz)’dir [23]. |

Bu tezde Plasmodium vivax laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen yeni
antimalarial ilaglarin gelistirtlmesini miimkiin kilmak icin hedef gen olarak belirlenmistir.

Laktat dehidrogenaz enzimi insan sitma parazitlerinin karbonhidrat metabolizmasinda
onemli bir rol oynar. Parazit, bu enzim sayesinde glikolizin son iiriinii olan piriivik asidi
doniisiimli bir reaksiyonla laktik aside g¢evirmektedir. Dolayisiyla bu enzimin inhibisyonu
parazitin yasaminin sonlandirilmasini saglayacaktir [27]. Ancak ayni enzim hem insanda hem
de parazitte bulundugu igin insan LDH’inin etkilenmeden kalmasi biiyilk 6nem arzetmektedir.
Bu amagla PALDH1n elektroforetik, kinetik ve yapisal olarak insan LDH indan farkli oldugu
gosterilmis olup bu farkliliklar asagida belirtilmistir:

i) insan LDH’indan farkhi olarak PfLDH yiiksek piriivat konsantrasyonunda inhibe
olmamaktadir [24].

ii) insan My-LDH’indan farkli olarak, PALDH 3-asetilpiridin adenin diniikleotit (APAD")
adh koenzimi 0,5 M laktat konsantrasyonunda daha hizli kullanabilme yetegine sahiptir [7].
iti) P/ALDH in gossilik nitril diasetat ve tiirevleri tarafindan inhibisyona insan LDH"indan
daha duyarli oldugu bildirilmistir [27].

iv) Insan My-LDH’indan farkli olarak PLDH, aktif bolge halkasinda 5 ilave amino asit
(AspLysGluTrpAsn) icermektedir [25].



Sitma parazitleri metabolizmalari igin gerekli olan ATP ihtiyacint glikoliz ile saglarlar.
Sitma parazitleri eseysiz faz siiresince (konukgudaki eritrositik dongiiler arasindaki dénem), ¢ok
hizli bir sekilde ¢ogalmalari gerektiginden oldukga yiiksek diizeyde enerjiye ihtiyag duyarlar.
Hem sitma parazitlerinde hem de yetiskin insan eritrositlerinde ATP nin temel metabolik kokeni
glikolizdir [28]. Ciinkii sitma parazitleri ve konukgu olduklart memeli eritrositleri etkin bir sitrik
asit dongiisii ve aktif bir mitokondriden yoksundurlar [5, 29]. Kullamlan glukozun hemen
hemen tamanmi glikolizde ku]lémlmak‘ tizere olu$turulljr ve neredeyse tamami laktik asit
olusumu igin metabolize edilir [5, 30]. P. falciparum sadece bir mitokondriye sahiptir, fakat
heniiz mitokondrinin metabolik rolii tam olarak agiklanamamustir. P. falciparum ile infekte
edilmis eritrositler, infekte olmamus eritrositlerden yaklasik olarak 100 kat kadar fazla glukoz
kuflanirlar [31]. Bu verilerin, anti-glikolitik inhibitor kokenli antimalarialiarin ortaya ¢ikarilmasi
yoniinde yapilacak ¢alismalara katki saglayabilecegi tahmin edilmektedir.

PALDH geni ilk olarak 1993 yilinda Bzik ve Fox tarafindan Honduras ! olarak
adlandirilan soydan izole edilmistir [25]. Daha sonra ayni gen K1 (Tayland) ve PF FCBR
(Kolombiya)  soylarindan izole edilmis ve klonlanmistir [32]. Yapilan Kkarsilastirmalar
neticesinde izole edilen tim bu soylarin LDH geninin niikleotid  dizilerinin ayni oldugu
belirlenmistir. Ug soy itibariyle yapilan bu degerlendirmenin tiim soylar igin genellenemeyecegi
de bir gergektir.

PALLDH, amino asit dizisi bilinen diger tiirlerin LDH’lar1 ile karsilastirilmis ve BsLDH
ile %29, kopek baligi LDH’1 ile %29, insan M4-LDH’1 ile %31, domuz LDH’1 ile %33, insan
Hy-LDH’1 ile %29 [32] oraninda amino asit diizeyinde benzerlik goriildiigi belirlenmistir.
PALDH da iki pozisyonda amino asit eksikligi ve iki pozisyonda da amino asit fazlahiginmn
varligi belirlenmistir. Glutamat-48 ve glisin-217 eksik olan iki amino asittir. Alanin-73 ve serin-
74 arasinda ilave bir tirozin bulunmaktadir. Diger LDH’larla karsilastirildiginda gozlenen en
onemli farkhihik P/LDH’m serin-108 ve arjinin-109 arasina ilave 5 amino asit icermesidir {25].
X 15 kristalografisi ¢caligmalari ile bu 5 amino asit ilavesinin enzimin katalitik halkasina yakin
yiizeyinde ¢ok belirgin bir yarik olusturdugu (Sekil 1.1-a), fakat insandaki esdegeri olan
LLDH da ise ayni bolgede hicbir ilave amino asit olmadigt igin s6z konusu yarigm olmadigi
tespit edilmistir (Sekil 1.1-b) [33].

Bu yapiya dayandirilarak yapilan molekiiler modelleme ¢alismalart gossipol tiirevi olan
gossilik nitril-1,1" diasetat’in malarial LDH"in belirlenen bu agikhgmda barindirilabilecegini
fakat memeli LDH’larinda bu agiklik bulunmadigr i¢in bu inhibitdriin LDHin yapisina kabul
edilmeyecegini gostermistir [34]. insan LDH indan farkli olarak P/LDH’a 6zgii olan bu bolge,
cesitli enzim inhibitorlerini barindirma ve dolayistyla enzim aktivitesini durdururak parazitin

insan kani igerisinde Oliimiine sebep olma potansiyeline sahip oldugu i¢in ilag tasarim
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calismalarinda hedef bolge olarak kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar, P/LDH yapisinda bulunan
ilave 5 amino asidin olusturdugu yarigin klorokin ile bir kompleks meydana getirdigini

gostermis ve klorokinin enzim iizerine olan inhibit6r etkisi belirlenmistir [35].

Oxamale %

Sekil 1.1 P/LDH ve memeli LDH’inda substrat baglanma bolgesi ve substrat spesifik halkaya bitisik
yarigin varliginin gosterilmesi. a. P/LDH in 108. ve 109. amino asitleri arasindaki ilave 5 amino asidin
olusturdugu yarik. b. Ayni pozisyonda ilave 5 amino asidin olusturdugu yangin memeli LDH"inda
yoklugunun gosterimi [33].

Bu tezde, P. falciparum ile yapilan tiim bu ¢ahsmalar géz oniinde bulundurularak P.
vivax'in LDH (PvLDH) enzimini kodlayan geninin izolasyonu ve klonlanmas: amaglanarak:
elde edilecek verilerin yeni antimalarial ilaglarin tasarimi g¢ahismalarinda kullaniimasi

hedeflenmistir,



2 MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan AmpliZ7ag Gold DNA Polimeraz enzimi,
tampon ¢ozelti ve MgCl, soliisyonu Applied Biosystems’den, U.S.A, plazmid DNA
izolasyonunda kullanilan QIlAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN’den, Almanya, 7Tug DNA
Polimeraz enzimi, tampon g¢ozelti ve MgCl, soliisyonu, Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System, PCR iiriinlerinin jelde kosturulmadan direkt saflastirilmasinda kullanilan
Wizard® PCR Preps DNA Purification System ve PCR iiriinlerinin jelde kosturulduktan sonra
saflastirllmasinda kullanilan Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega’dan, U.S.A,
filtre kagidindan genomik DNA izolasyonunda kullanilan Chelex 100 Resin’in sodyum formu
ise Bio-Rad’dan, U.K., temin edilmistir, PCR sonrasi jel iizerinde &rneklerin goriintiilenmesi
sirasinda referans olarak kullanilan molekiiler agirhk markirt Hyper Ladder 1 Bioline’dan,
U.S.A | temin edilmistir.

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan diger biitiin kimyasallar BDH, Sigma, Bio-Rad ve
Merck’ten saglanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullantlan primerler MWG Bio-tech, U.K., tarafindan

sentezlenmis olup dizi analizleri de yine ayni firmaya yaptiriimistir [36].

2.1.1 E. coli Soylan

JMI101 : { supE thi A(lac-proAB) F’ [traD36 proAB’ lacl’ lacZ AM15] }

JM109 : { recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi A (lac-proAB) F’ [traD36 proAB'
lucl lacZ AM15] }
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2.1.2 Bakteriyolojik Gelisim icin Besiyerleri

LB (Luria-Bertani) Buyyon LB Agar

Tripton 10 g/l Tripton 10 g/l

Maya ekstrakt: 5 gl Maya ekstrakti 5 gl

NaCl 5 g/l NaCl 5 g/l
Agar 15 g/l

BSA ( Blue Selection Agar)

Otoklavlanmis veya eritilmig uygun sicaklikta 100 ml LB Agar igerisine;

Amfisilin ( 100 mg/ml ) 100 ul
X-Gal ( 20 mg/ml ). 160 !
IPTG (20 mg/ml) 160 pl, ilave edilir.

SOC Buyyon ( 100 mi, pH: 7,0)

Tripton 2 g
Maya ekstrakti 05 g
1 M NaCl I ml
] M KCI 0,25 mi
2 M Mg'? Stok soliisyonu (Filtre ile sterilize edilir) 1 ml
2 M Glikoz (Filtre ile sterilize edilir) 1 ml

Tripton, maya ekstrakti, | M NaCl ve 1 M KCI distile su ile 97 ml'ye tamamlanir.
Otoklavda sterilize edilir. Oda isisina sogutulur. 2 M Mg'? ve 2 M Glikoz soliisyonlart son
konsantrasyonlart 20 mM olacak sekilde karmsima ilave edilir. Karisimin son pH’t 7.0 olarak

ayarlanir ve steril distile su ile 100 mI’ye tamamlanir.
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2.1.3 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

10X TBE Tampon Céozeltisi (Tris-Borik asit-EDTA)

Ortho-Borik Asit 55,65 g/l
Ethilen diamin tetra asetik asit (EDTA) 4,65 g/l
Tris.HCI 108,99 g/i
Amfisilin

100 mg/mi stoi( soliisyonu ( Filtre ile sterilize edilir ).

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogaltopyranoside)

20 mg/ml (Filtre ile sterilize edilir).

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

20 mg/ml konsantrasyona ulasmak i¢in 0,02 g X-Gal tartilir, N,N-dimetilformamid

(DMF) ile 1 ml’ye tamamlanir (Filtre ile sterilize edilir).

SAB (Sample Amplification Buffer) Notral Fenol

Siikroz 4 g/10mi Fenol 4 ml
2 M Tris.Cl 0,5 mi/10 ml 0,5M Tris pH:8,0 4 ml
0.5 M EDTA 2 ml/10ml

Bromfenol mavisi 4 mg (pH:3,0-4,6)

Asit Sitrat Dekstroz (ACD)

Sitrik Asit 48 gl
Sodyum Sitrat 13,2 g/l
Glukoz 14,7 g/l
oig
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Mg'? Stok Soliisyonu ( 100 ml )

MgCl,.6H,0 20,33 g

MgS0,.7H,0 24,65 g Distile suile 100 mi’ye tamamlanir. Filtre ile sterilize edilir.

CaCl, Soliisyonu

100 mM CaCl,.6H,0 21,9 g/l
5 mM MgCl,.6H,0 1,02 g/l
5 mM Tris 5 ml (1 M pH: 7,6 olan stoktan).

Plazmid Mini-Prep Soliisyonlar:

Soliisyon 1
25 mM Tris.HCI. pH. 8,0 25 gt

25 mM EDTA 50 ml/l
0.3 M Siikroz 102,6 g/l

PCI ( Phenol- Chloroform- Isoamylalcohol )

IFenol 25¢
Kloroform 24 mi
izoamil alkol 1 mi

2.1.4 Genomik Kiitiiphaneler

Soliisyon II

10M NaOH 0,3 ml
%10 SDS 2 ml
Distilesutle 10 ml’ye tamamlanir,

Taze hazirlanmahdir

P. vivax genomik DNA kiitiiphaneleri Dr. D. C. Kaslow, NIH, Bethesda, MD tarafindan

saglanmistir. Eco Rl ve kismi Sau 3Al ile kesimi yapilmis olan kiitiiphanelerin hazirlanmasi igin

kullamlan vektér pUC18 olup transformasyon E. coli igerisine yapilmistir. Hind 111 ile kesimi

yapilmis olan kiitiiphanenin hazirlanmasi igin kullanilan vektor ise pUC 13 olup transformasyon

yine E. coli igerisine yapilmistir,
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2.1.5 Genomik DNA

Genin tam uzunlugunun elde edildigi P. vivax Belem soyu genomik DNA, Dr. P. David
(Pasteur Enstitiisii, Paris, Fransa) tarafindan saglanmistir.

273 baz ¢ifti PCR iiriiniiniin elde edildigi genomik DNA ise Diyarbakir Sitma ve
Tropikal Hastaliklar Arastrma ve Egitim Merkezi’'ne gelen hastalardan alinan kan

orneklerinden izole edilmistir,

2.1.6 Kan Ornekleri

Kan ornekleri siddetli bas agrisi, yiiksek ates, istahsizlik, mide bulantisi ve kusma
sikayetleri ile Sitma ve Tropikal Hastaliklar Arastirma ve Egitim Merkezi’ne (Diyarbakir) gelen
hastalarda yapilan kalin damla ve ince yayma preparatlarin incelemeleri sonucunda Plasmodium

vivax-pozitif hastalardan;

a) Asit sitrat dekstroz (ACD) soliisyonuna; 1 ml ACD, 6 ml kan olacak sekilde [37],
b) Heparinli tiiplere {38],
¢) Whattman 3 MM filtre kagidina 25 pl’lik damlalar halinde [39],

yukartda belirtilen 6rnek tiplerini hazirlamak igin kan, damardan siringa ile alinmistir. Kan alma
tiiplerine ve filtre kagitlarina alinan &rnekler steril posetlere konularak muhafaza edilmistir.
Filtre kagidina alinan drnekler oda sicakliginda, kan 6rnekleri ise buz igerisinde laboratuvara

getirilmistir.

2.1.7 Primerler

Plasmodium vivax LDH enzimini kodlayan geninin PCR ile izolasyonu ¢alismalarinda,
baslangigta hedef genin niikleotid ve amino asit dizisi hakkinda higbir bilgi olmadig: igin
primerlerin tasarlanmasinda Bulgular ve Tartismada agiklanacak olan bir veri tabani arastirmasi
yapilmig ve PvLDH’a benzer olabilecek bazi tiirlerin LDH dizileri temin edilerek birbirleriyle
karsilastiriimistir. Bu bilgilerden yararlanilarak iki grup primer hazirlanmistir. Bunlar dejenere

ve spesifik primerlerdir.

14



2:1.7.1 Dejenere Primerler

Bu primerler hazirlanirken LDH’lar arasinda korunmus olan bolgeler amino asit
seviyesinde tespit edilmis ve dejenerasyon oraminin ¢ok yiiksek olmamasma dikkat edilerek

primerler tasarlanmugtir.

Oligo 1: 5" - GT(AGCT) GG(AGCT) TC(AGCT) GG(AGCT) ATG -3’
a.a: Val Gly Ser Gly Met
GC igerigi: % 60 Tp: 50,6 °C

Oligo2: 5 - ATG AT(ACT) GG(AGCT) GG(AGCT) GT(AGCT) ATG GC-3°
a.a: Met Ile Gly Gly Val Met
GC icerigi: % 54,2 T 59°C

Oligo 13: 5" -(CT)CT (AGTT CCA (CTHTC ((CTHTT (AG)TC-3’
a.a: Pro-Ser He-Val Pro Leu-Phe Leu-Phe Ile-Val
GC igerigi: % 41,7  Tpn: 50,3 °C

2.1.7.2 Spesifik Primerler

Pfl: 5 -TTT GAA TTC AAG ATA TGG CTC CAA AAG CAA AAA TCG-3’
GC icerigi: % 33,3 Th: 64,9 °C

Pf2: 5 -AAA CTC TGC AGT TAA GCT AAT GCC TTC ATT CTC-3
GC lcerigi: % 39,4  T,: 65,8°C

Pvl: 5" -TTT GAA TTC ATG ACG CCG AAA CCC AAA ATT GTG CTC GTC GGG - 37
GC fcerigi: % 47,6  Tm: 73,3 °C (Bu primer PvLDH’m 5° ucunun tamamlayicist olup,

basinda Eco RI restriksiyon enzimi kesim bdlgesini tagimaktadir).

Pv2: 5 - AAA CTC TGC AGA ATG AGC GCC TTC ATCCTTTTA GTC TCC GC -3’
GC igerigi: % 48,8  T,: 73,4 °C (Bu primer PYLDH’in 3" ucunun tamamlayicisi olup,

basinda Pst | restriksiyon enzimi kesim bolgesini tagimaktadir).

IO RAURULY
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Pv3: 5" - ATG ACG CCG AAA CCC AAA ATT GTG CTC GTC GGG -37
GC icerigi: % 54,5  Tw: 72 °C (Bu primer PyLDH’in 5" ucunun tamamlayicist olup, basinda

hicbir restriksiyon enzimi kesim bolgesini tasimamaktadir).

Pvd: 5" - AAT GAGCGCCTTCATCCTTTT AGTCTC CGC AACTGC C -3
GC iq:erigi: % 51,4 Tw: 72,8 °C (Bu primer PYLDH’in 3” ucunun tamamlayicisi olup,

basinda higbir restriksiyon enzimi kesim b&lgesini tasimamaktadir).

Oligo25: 5°-ATT TAC ATC TCT TGG GCA TAC ATT-3
GC icerigi: % 333 Tn:559°C
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2.2 Metod

2.2.1 Kandan Genomik DNA izolasyonu

2.2.1.1 Filtre Kagidindan DNA izolasyonu

3 mm’lik Whatman filtre kagidina 25 pPlik damlalar halinde alinan infekte kan
orneklerinden bir damlalik bolge kesilip ahinarak mikrosantrifiij tiipiine konulur. Uzerine
kaynamakta olan %5’lik Chelex ¢ozeltisi baslangigtaki kan drnegine gore 1:10 orani saglanacak
sekilde ilave edilir. Chelex ilavesinden sonra 6rnek 30 saniye siireyle vortekslenir ve 10 dakika
kaynatilir. Daha sonra ornek 12,000 g’de (10,700 rpm’de) 1,5 dakika santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasi siipernatant temiz bir tiipe alinir ve tekrar 12,000 g’de 1,5 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant tekrar temiz bir tiipe alinir. izole edilen DNA +4°C’de muhafaza edilir [39].

2.2.1.2 Kandan Direkt DNA izolasyonu

Plasmodium vivax infeksiyonu goriillen hastalardan alinan ve belirli oranlarda
antikoagiilant (Heparin, Asit Sitrat Dekstroz[ACD]) igeren kan 6rneginden 100 pl alinir ve bir
mikrosantrifiij tiipiine konulur. Uzerine 400 pl taze hazirlanmis 0,17 M NH,ClI ilave edilir.
Mikrosantrifiij tiipli ters-diiz edilmek suretiyle karistirilir ve 20 dakika oda sicakliginda
bekletilir. 30 saniye 16,000 rpm’de santrifiij edilir. Stipernatant atilir ve pelet 3 kez (pelet
renksizlesinceye kadar) %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile yikanir (yikama iglemi; NaCl ilave edilmesi,
vorteksleme ve 15 saniye santrifiijleme olacak sekilde sirasiyla gergeklestirilmelidir). Yikama
isleminden sonra olugan pelete 200 pl 0,05 M NaOH ilave edilir, 6rnek vortekslenir ve 10
dakika su banyosunda kaynatilir. Kaynatma isleminin ardindan NaOH’i etkisiz hale getirmek
igin ornege 25 ul 1 M tris pH:8,0 ilave edilir. izolasyon sonrast DNA -20°C’de muhafaza cdilir
[40].

2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)

Cahismalarimizda Taq DNA polimeraz veya AmpliTaq Gold DNA polimeraz enzimleri

kullamilmigtir. Her bir reaksiyonda 2,5 iinite enzim kullamilmistir.
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P. vivax LDH’inin izolasyonu ¢alismalarinda kalip DNA olarak kullanilan iki farkh
materyal (kandan direkt olarak elde edilen genomik DNA ve PvBelem soyundan elde edilen saf
genomik DNA) goz 6niinde bulundurularak, her biri i¢in farkli PCR sartlars ile ¢alisilmistir.

Direkt kandan veya filtre kagidindan izole edilen genomik DNA [39] ile amplifikasyonu
gergeklestirilen 273 bp’lik PYLDH gen bélgesinin ampifikasyonunda; MgCl, konsantrasyonu
1,5-5 mM, kalip DNA miktan 5-20 ul, dNTP konsantrasyonu 10-100 mM, enzim miktari 2,5-

7,5 iinite, primer miktar1 ise 20-500 pmol araliklarinda ¢alisilmig olup, reaksiyon sartlari asagida

verilmistir:

10x Tag tamponu 5 pl (enzim ile beraber veriimistir)

MgCl, 10 pl (stok; 25 mM)

dANTP’ler 5 pl (stok; herbiri 10 mM olan dNTP’lerden 10°ar pl ve 10 ui H,O)
5’ primeri 2.5 pl (stok; SO pmol/ul)

3’ primeri 2.5 pl (stok; 50 pmol/ul)

Kalip DNA 5ul

Tag DNA polimeraz 0.5 pl (2.5 iinite)
dH,0 19,5 pul (son hacim 50 pl olacak sekilde)

Amplifikasyon 95°C’de 5 dakika oOndenatiirasyon basamagi, 94°C’de 30 saniye,
42°C’de 30 saniye, 72°C’de 3 dakika ve 45 d6ngii olarak gerceklestirilmistir.

PvLLDH enzimini kodlayan genin tamaminm izole edildigi P. vivax Belem soyu
genomik DNA ile gercgeklestirilen amplifikasyon ¢ahismalarinda Pv1-Pv2, Pv3-Pv4 primer
ciftleri kullamlarak; MgCl, konsantrasyonu 1,5-5 mM, kalip DNA miktart 0,5-3 pl, enzim
miktart 2,5-5 iinite arah@inda test edilmis ve en fazla iriin olusumu goézlenen reaksiyon

kosullari asagida verilmistir:

10xAmpliTag tamponu S pl (enzim ile beraber verilmistir)

MgCl, 3 pl (stok; 25 mM)
dNTP’ler 5 pl (stok; 10 mM’lik dNTP’lerden 10’°ar pl ve 10 pul H,0)
5" primeri 1 pl (stok; 50 pmél/pl)
3’ primeri 1 ul (stok; 50 pmol/ul)
Kahp DNA 1 ul (stok; 20 ng/pl)
AmpliTag DNA polimeraz 0.5 pul (2.5 iinite) (stok; S {inite/pl)
dH,0 33,5 wul (son hacim 50 pl olacak sekilde)
1.C. YORSEXKOCRYTIV KURDLY

DOKDMANTASYON misitiaidd
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Amplifikasyon 94°C’de 1,5 dakika, 55°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 45 dongii

olarak gergeklestirilmigtir.
2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

PvLDH enzimini kodlayan geninin izolasyonu g¢ahigmalarinda %1°lik agaroz jel
kullaminustir. Hazirlanan sollisyon kaynatilir. Jel oda sicakhiginda 55-65°C’ye kadar sogutulur.
Bu esnada jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir, taraklar yerine yerlestirilir. Jeli tepsiye
dokmeden once 10 mg/ml konsantrasyondaki etidyum bromid’den 5 pl ilave edilir. Jel tepsiye
dokiilir ve katilagmasi beklenir. Katilastiktan sonra tarak ¢ikarilir. Jel iizerindeki kuyucuklara
yerlestirilecek olan DNA &rneklerine 2 pl SAB ilave edilir. Elektroforez rutin agaroz jel
elektroforezi igin 40-60 mA, diisiikk erime noktali agaroz jel elektroforezi igin 30-40 mA’'de
bromfenol mavisi yaklagik olarak jelin 2/3’iine ulasincaya kadar gergeklestirilir. Jel ortaminda,
DNA’lar molekiiler agirhiklarina bagl olarak bir ayirima tabi tutulurlar. Elektroforez sonrasi
DNA bantlari, 254-312 nm dalga boyunda u.v (ultraviyole) transilluminatoriinde gériintiilenir.
Etidyum bromid DNA’ya baglanarak u.v 1sik altinda flouresan etki gostermektedir. Bu sayede
cok diisiik miktarlardaki DNA’nn bile varligini belirlemek miimkiin oimaktadir [37].

2.2.4 DNA’nin Geri Kazaniimasi
2.2.4.1 DNA’nin Jelden Geri Kazanilmasi
A) Fenol Ekstraksiyonu

Spesifik DNA bantlart jelden dilimler halinde kesilir, Jel dilimi {izerine 200 pul TE
tampon ¢ozeltisi ilave edilir ve 68°C’de su banyosunda 10 dakika siireyle inkiibe edilir.
inkiibasyon sonrast ornege 200 ul notral fenol ilave edilir ve derhal vortekslenir. 5 dakika
16,000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant pelet rahatsiz edilmeden temiz bir tiipe alinir ve
santrifiij islemi tekrarlamir. Santrifiij sonras: siipernatant tekrar temiz bir tiipe alimr. Ornegin,
ortamda bulunmast muhtemel diger biitiin maddelerden tamamen temizlenmesi amaci ile etanol

¢oktiirmesi uygulanir [37].
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B) Kit ile DNA’nin Jelden Geri Kazanilmas:

Jelden dilimler halinde kesilen spesifik DNA bantlar1 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipii
igerisine birakilir ve DNA, Promega Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System Kkiti
kultanilarak saflagtirtlir [41].

2.2.4.2 PCR Uriinden Kit ile DNA’nin Geri Kazamlmasi

PCR sonrasi 30-300 pl amplifikasyon iirtinii igerisinde 100 pl PCR Purification Buffer
bulunan 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipii igerisine birakilir ve DNA, Promega Wizard®PCR Preps
DNA Purification System kiti ile saflastirilir [42].

2.2.5 Etilalkol Coktiirmesi

DNA 6rnegine toplam hacminin 1/10°u kadar 4 M NaCl ilave edilir. Uzerine, olusan
toplam hacmin (6rnek + 6rnek hacminin 1/10°u oraninda 4 M NaCl) 2,5 kati kadar %100°1itk .
soguk etanol ilave edilir ve en az 30 dakika —20°C de bekletilir. Daha sonra 16,000 rpm’de 15
dakika siireyle santrifiij edilir. Siipernatant atilir. Pelete 500 pl %70’lik soguk etanol ilave edilir
ve 10 dakika 16,000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant atilir. Elde edilen DNA’ya 100 pli steril
distile su ilave edilir ve ikinci kez etanol ¢oktiirmesi uygulanir. Daha sonra elde edilen DNA

steril distile suda ¢oziiliir [37].
2.2.6 Ligasyon

Ligasyon vektorii iireten firmanin kullanma talimatlarina gére gergeklestirilmistir [43].
PyLDH geni pGEM®-T klonlama vektorii igerisine T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak aktarilir,
Reaksiyon 4°C’de 16 saat olarak gergeklestirilmis olup, bilesenleri asagida verilmistir (Tablo
2.1)
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Tablo 2.1 Ligasyon reaksiyonlari ve bilesenleri.

Bilesen PvLDH’in Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
Ligasyonu
2 X Rapid Ligasyon Tamponu Sul 5ul 5l
PGEM-T easy vektor 0,5 pl 0,5 ul 0,5 pl
PCR Uriinii 2,5 ul - -
Kontrol insert DNA - 2l -
| T4 DNA Ligaz ( 3 tnite/pl) Il I i Il
Steril dH,0 [ 1,5l isal
Toplam 10 pul 10 p! 10 pl

2.2.7 Kalsiyum Kloriir Etkilesimi ile Kompetant E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli IM101 hiicreleri LB agar da 37°C’de bir gece inkiibe edilir. Inkiibasyon sonras
tek bir koloni steril bir kiirdan yardimu ile alinir, 60 ml LB buyyon igerisine atilir ve 37°C’de
100 rpm’de galkalamal etiivde bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik kiiltiirden 1/10 sulandirim
oranimi saglayacak sekilde 300 pl alinir ve tizerine 2700 pl distile su ilave edilir. O.Dggo de ki
hiicre yogunlugu 6lgiiliir. LB buyyon ile son hacim 60 m! olacak sekilde hiicre yogunlugu
O.Dgno= 0,1°e ayarlanir. Kiltiir 37°C’de 100 rpm’de O.Dgoo= 0,45-0,55 arasinda bir degere
ulagincaya kadar inkiibe edilir. Kiiltiir belirtilen yogunluga ulasinca iki Oakridge tiipiine
bolintr. 30mPlik kiiltiiriin her biri 4,400 rpm’de 5 dakika boyunca 4°C’de santrifiijlenerek
hiicreler ¢oktiiriiliir. Stipernatan dokiiliir. Pelet {izerine 10 ml 100 mM CaCl, soliisyonu ilave
edilir. 30 dakika buz igerisinde bekletilir. 4,400 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edilir. Bu
asamada tiipleri sarsmamaya dikkat edilir. Stipernatant dokiiliir. Pelete 2 ml 100 mM CaCl,
soliisyonu ilave edilir. En az 2 saat buz igerisinde bekletilen hiicreler ya hemen
transformasyonda kullanilir ya da daha sonra kullanilmak iizere sivi nitrojen igerisinde gliserol

stogu hazirlanarak -70°C’de saklanir [37].
2.2.8 Transformasyon
Ligasyonu yapilmis 6rnegin iizerine hazirlanan kompetant hiicreden 50 ul ilave edilir ve

kangtirthr, 20 dakika buzda bekletilir. Daha sonra 42°C’deki su banyosunda 50 saniye siireyle

sicak soku uygulanir (Bu asamada tiipler kesinlikle sarsiimamahdir). Derhal buz igerisine alinir
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ve 2 dakika bekletilir. Ornegin iizerine oda sicakligindaki SOC buyyon’dan 950 pl ilave edilir
ve 37°C’de 150 rpm’de 1,5 saat inkiibasyonu gergeklestirilir. Inkiibasyon sonrasi mavi/beyaz

renk aytrimi igin 6rnekten 100 pl ve 500 pl alinarak BSA iceren petrilere ekim yapthr [43].

2.2.9 Koloni PCR

Klonlama sénrasn besiyeri {izerinde gelisen beyaz kolonilere 2 ayri steril kiirdan yardin
tle dokunulur, kiirdanlardan birisi koloni PCR’1 gergeklestirmek iizere igerisinde 50 pl steril
distile su bulunan bir mikrosantrifiij tiipii igerisine aktarilir. Koloni kalintist kiirdandan tamamen
ayrilincaya kadar kiirdan su icerisinde karnstirthr. Daha sonra 6rnek 10 dakika kaynatilir, 15
dakika 13,000 rpm’de santrifiij edilir. Santrifiij sonras: iistte kalan stipernatantin 10 pl’si kalip

olarak kullanilarak asagida sartlar1 verilen reaksiyon gerceklestirilir.

Taq tamponu 5 pl (enzim ile beraber verilmistir)

MgCl, 3 pl (stok; 25 mM)

dNTP’ler 5 pl (stok; herbiri 10 mM olan dNTP’lerden 10’ar pl ve 10 ul H,O)
Pv3 primeri 1 ul (stok; 50 pmol/pl)

Pv4 primeri I pl (stok; 50 pmol/ul)

Kalip DNA 10 pi

Tag DNA polimeraz 0.5 ul (2.5 iinite) (stok; 5 {inite/pl)
H,O 24,5 pl (son hacim 50 pl olacak sekilde)

Amplifikasyon 94°C’de 1.5 dakika, 55°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 45 dongii
olarak gergeklestirilmistir.

Diger kiirdan ise koloni PCR’dan pozitif sonug alinmasi durumunda bu pozitif .
koloninin stok kiiltiiriiniin yapilmasi ve bir sonraki basamak olan altklonlamada kullanilmasi
icin amfisilin iceren S ml LB buyyon igerisine aktarilir ve 37°C’de 100 rpm’de bir gece inkiibe

edilir.
2.2.10 Plazmid DNA izolasyonu
2.2.10.1 Kiigiik Olgekli DNA Hazirlanmasi
LB agar besiyerinde gelistirilmis bakteri kiiltiiriinden tek bir koloni steril bir kiirdan

yardimiyla igerisinde 100 pg/ml amfisilin igeren 5 ml LB buyyona aktarilir. Hazirlanan kiiltiir
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bir gece 37°C’de inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi bu kiiltirden 1,4 ml alinir ve 5 dakika
siireyle santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriiliir. Ustteki tabaka (siipernatant) dokiiliir, altta kalan
hiicreler 500 ul Miniprep 1. Soliisyonda ¢oziiliir. Uzerine 250 pl taze hazirlannms Miniprep 11.
Soliisyonu ilave edilir. Ornek derhal vortekslenir veya 5-6 kez ters-diiz edilmek suretiyle
karistinlir. 68°C’deki su banyosﬁnda 5 dakika siireyle inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi drnek
oda sicakhgina gelinceye kadar bekletilir. Uygun sicakliga gelince tizerine 200 pl PCI (fenol-
kloroform-izoamilalkol) ilave edilir. Cok iyi bir sekilde vortekslenir ve 13,000 rpm’de 15
dakika siireyle santrifiijlenir. Santrifiij sonrasi siipernatant temiz bir tiipe alimr. Uzerine 70 pl 4
M NaCl ve 700 pl isopropanol ilave edilir ve vortekslenir. Oda sicakhiginda 5 dakika inkiibe
edilir. 15 dakika siireyle santrifiijlenir ve siipernatant atilir. Altta kalan ¢okelti 100 pl steril

distile suda ¢oziiliir. Daha sonra etil alkol ¢6ktiirmesi uygulanir [37].
2.2.10.2 QIAprep Spin Miniprep Kit ile DNA izolasyonu

Transformasyonu E. coli igerisine yapilmis olan Pv genomik DNA kiitiiphaneleri LB
agar besiyerinde gelistirilir ve segilen kolonilerden bir tanesi steril bir kiirdan yardimiyla
igerisinde 100 mg/ml amfisilin igeren 5 ml LB buyyona aktarilir. Hazirlanan kiiltiir bir gece
37°C’de inkiibe edilir. 1,4 ml bir gecelik kiiltiir 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine alimir ve DNA
QlAprep®Miniprep kiti kullanilarak izole edilir [44].

2.2.10.3 Wizard®Plus SV Minipreps Kit ile DNA izolasyonu

Transformasyonu E. coli igerisine yapilmis olan PvLDH geni LB agar besiyerinde
gelistirilir ve segilen kolonilerden bir tanesi steril bir kiirdan yardumiyla igerisinde 100 mg/ml
amfisilin igeren 5 ml LB buyyona aktarilir. Hazirlanan kiiltir bir gece 37°C, 100 rpm’de
calkalamali etiivde inkiibe edilir. 1,5 ml bir gecelik kiiltir 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine

almir. DNA, Promega Wizard®Plus SV Minipreps kiti kullanilarak izole edilir [45].
2.2.11 DNA Dizi Analizi
PCR sonrasi jelden saflastirilan DNA Orneklerinin ve klonlama sonrasi elde edilen

plazmid DNA’min dizi analizleri MWG-Biotech Genomic Company, U.K., tarafindan
gerceklestirilmistir [36].
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3 BULGULAR VE TARTISMA

3.1 P/LDH’in Amino Asit Dizisinin, Amino Asit Dizisi Bilinen Diger Baz1 LDH’lar ile

Karsilastirilmasa

Bu projenin amaci, P. vivax laktat dehidrogenaz (PvLDH) enzimini kodlayan genin
izolasyonudur. Calismaya baslarken PvLLDH enzimini kodlayan genin niikleotid veya amino asit
dizileri hakkinda herhangi bir bilgi bulunmadigt i¢in bu durumda ilk olarak yararlanilmasi
gereken dizi PfLDH dizisi olmustur. Proje baslangicinda P. falciparum LDH nikleotid ve
amino asit dizisi tam olarak bilinen tek Plasmodium tiirii [25] oimakla beraber yapilan bir diger
calismada P. knowlesi LDH mm (PkLDH) NHj-ucunun ilk 21 amino asidi belirlenmis ve
bunlardan 18 amino asidin P/LDH ve PkLDH arasinda ayni oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1)
[46].

Tablo 3.1 PKLDHin NH,-ucu dizisinin P/LDH’in aym bolgesiyle karsilagtiriimasy. Her iki LDH’da da
korunmus olan amino asitler koyu karakterde gosterilmistir

P. knowlesi AG/ISPKPKIVLVGSGMIGGVMAT
P. falciparum M A PKAKIVLVGSGMIGGVMAT

P. falciparum ve P. vivax aym cinse ait tiirler olduklar igin LDH dizilerinin benzer
olmasi beklenmekle beraber, benzer olmayabilecekleri ihtimali de oldugu i¢in P/ ve Pk LDH
dizilerine dayanarak sinirh bir bilgi elde edilecegi diistiniilmiis ve LDH dizisi bilinen diger baz
tirlerin de dizilerine bakilarak bunlar arasindaki korunmus bdlgeler tespit edilmistir. PvLDH
genini PCR ile amplifiye etmede gerekli olan oligoniikleotidlerin tasariminda kullanilacak
dizilerin tespiti igin bir veritabani aragtirmasi yapilmistir [47]. Bu veritabanindan: insan
LDH’nm kalp formu (insan-hy) ve kas (insan-my) formlari, domuz (domuz-m) ve kdpek baligs
(kopekb-m) LDH’larinin kas formu ile Bacillus stearotermophilu’a ait LDH amino asit dizileri
temin edilmis ve bu diziler Clustal W adli web tabanli yazilim program1 kullanilarak P/LDH ile
karsilagtirlmigtir. Calismada kullanilan dejenere primerler bu karsilagtirma sonucuna gore
tasarlanmistir (Tablo 3.2). 2.1.7.2 alt bsliimiinde dizileri verilen spesifik primerler ise ¢alismaya
baslandigi zaman heniiz yayinlanmamig olan P. berghei’in LDH dizisi V. Winter’dan (2002,

yazili goriisme) temin edilerek P/LDH’in niikleotid dizisi ile karsilastirilarak tasarlanmistir.
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3.2 Standart Reaksiyon Sartlarimin Belirlenmesi

Standart reaksiyon bilesenleri ifadesi PCR’1n asagida verilen bilesenlerinin tamaminin
kul‘lamldlgl reaksiyon igin verilmis olup sartlarda yapilan biitiin degisimler anlatilan deney igin
ilgili boliimde verilmistir. Primer ¢iftleri metin igerisinde yazilirken ilk yazilan primer daima 5'-
ucu primeri ikinci yazilan ise 3'- ucu primeridir.

P. vivax LDH’int kodlayan genin izolasyonu galismalarina baglanmadan dnce standart
PCR sartlarini belirlemek amaci ile kalip DNA olarak P/LDH kullanilarak kontrol deneyleri
yaptlmistir. Kullanilan primer ¢ifti Pf1-Pf2 olup bu primerler P/LDH’mn 5" ve 3' uglarma
komplementerdir. Reaksiyonlar sirasinda sadece MgCl, konsantrasyonu 1,5-3,0 mM arasinda
degistirilmis olup asagida, denemelerde en fazla DNA olusumu ile sonuglanan reaksiyonun

(Sekil 3.1) bilesenleri verilmistir:

Tug tamponu 5 pl (enzim ile beraber verilmistir)

MgCli, 3 ul (stok; 25 mM)

dNTP’ler » 5 ul (stok; herbiri 10 mM olan dNTP’lerden 10’ar ui ve 10 ut H,0)
5" primeri < 2.5 pl (stok; 20 pmol/ul)

3" primeri 2.5 ul (stok; 20 pmol/pl)

Kalip DNA 0.5 pl (stok; 20 ng/ul)

Tag DNA polimeraz 0.5 pl (2.5 tinite)

dH,0 31 pl (son hacim 50 pi olacak sekilde)

Amplifikasyon 94°C’de 1.5 dakika, 55°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 20 dongii
olarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1°de goriildiigii gibi en parlak DNA bandi 1,5 mM MgClL’iin kullanildign |
numarali reaksiyonda olugmustur.

PvLDH geninin izolasyonu ¢ahiymalarinda, yukarida verilen standart reaksiyon
bilesenlerine bagli kalinmis olup, elde edilen sonuglara gore bilesenlerin miktarlari  ve
amplifikasyonun uygulandigi sicaklik ve siire ile dongu sayist degistirilmistir. Her bir
reaksiyonda bu parametreler en iyi DNA bandi elde edilinceye kadar defalarca degistirilmis
ancak, Bulgular ve Tartigma’da ortaya ¢ikabilecek muhtemel bir karisikligi engellemek igin

sadece net sonuca ulasilan reaksiyonlar verilmistir.
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951 bp
1000 bp

M 1 2 3 4

Sekil 3.1 Standart reaksiyon sartlarinda uygun MgCl, konsantrasyonunun
belirlenmesi. M: Markir (Hyper Ladder I). Hatlar: (1)P/LDH, 1,5 mM MgCl,;
(2)PfLDH, 2,0 mM MgCl,; (3) P/LDH, 2,5 mM MgCl,; (4)P/LDH, 3,0 m MgC},

3.3 PvLDH Geninin Genomik Kiitiiphanelerden izolasyonu

PvSau 3Al ve PvEco Rl genomik DNA Kkiitiiphanelerinden mini prep metoduyla
plazmid DNA elde edilmis ve dejenere primer ¢iftlerinin farkli kombinasyonlar1 kullantlarak
amplifikasyonlar gergeklestirilmistir. Standart reaksiyon bilesenlerine bagli kalinarak hem,
94°C’de 1.5 dakika, 55°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 35 dongii olarak gergeklestirilen
hem de bu sicaklhik ve siire parametrelerinin degistirildigi diger amplifikasyonlar sonucunda
beklenen biiyiikliikte bir bant elde edilememistir.

Sekil 3.2°de oligo2—~oligo13 primer giftlerinin kullamildigi, MgCl, konsantrasyonunun 2-
2,5 mM oldugu bir amplifikasyon drnegi verilmistir. Bu reaksiyonlar sonucunda 246 baz gifti
(bp) biiyiikliigiinde iiriin olugmasi beklenmektedir.

Amplifikasyonu takiben Omekler %1’lik agaroz jel iizerinde yiiriitiilmustiir.
Reaksiyonlarin  dordiinde de beklenen biiyiiklikte (246 bp) DNA bandi olusumu
gergeklesmemis ama ¢esitli bantlar gériilmiistiir. Bant olusumunun ¢ok fazla olmasinin nedeni,
primerlerin dejénerasyon katsayisinin fazla olmasindan ve bunun sonucunda hedef dizi iizerinde
birden fazla bolgeyi taniyarak spesifik olmayan baglanmalar gergeklestirmesinden
kaynaklannmig olabilir.

Biitiin dejenere primerlerin degisik kombinasyonlarda kullanilmasi ile gergeklestirilen

denemeler sonucunda herhangi bir pozitif sonucun elde edilememis olmasi ¢alisilan genomik
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DNA kiitiiphanelerinin istenen geni temsil etmedigi fikrini kuvvetlendirmis ve bu kiitiiphaneler

ile yapilan ¢aligmalara son verilmigtir.

200 bp

400 bp

M 1 2 M 3 4

Sekil 3.2 Genomik kiltiiphaneler ile amplifikasyonda iiriin olusumunun
gorintiilenmesi. M: Markir (Hyper Ladder 1). hatlar; (1) PvSau 3A1-2,0
mM MgCl,, (2) PvSau 3A1-2,5 mM MgCl, (3) PvEco RI-2,0 mM MgCl,
(4) PvEco RI-2,5 mM MgCl,

3.4 PyLDH Geninin infekte Kan Orneklerinden izolasyonu

Genomik DNA kiitiiphanelerinin amplifikasyonu denemelerinden pozitif bir sonug
almamamasi sebebiyle, Diyarbakir Sitma ve Tropikal Hastaliklar Aragtirma ve Egitim
Merkezine bas agrisi, yiiksek ates, istahsizlik, mide bulantisi ve kusma sikayetleri ile gelen
hastalardan Materyal ve Metod’da belirtilen sekilde kan ornekleri alinmistir. Yine aym
Merkez’in laboratuvari’nda hazirlanan kalin damla ve ince yayma preparatlarin incelenmesi
alinan kan &rneklerinin P. vivax ile infekte edildigini ispatlamistir. Laboratuvara getirilen kan
orneklerinden DNA saflastirildiktan sonra hem dejenere hem de spesifik primerler kullanilarak

amplifikasyonlar gergeklestiriimis ve pozitif sonuglar elde edilmistir.
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3.4.1 Dejenere Primerler Kullanilarak PvLDH’1 Kodlayan Genin Amplifikasyonunun

Yapiimasi

P. vivax ile infekte olan kan 6rneklerinden Kain ve ark. [39] gore genomik DNA izole
edilmis ve amplifikasyon i¢in bu DNA’nin Sul’si kalip olarak kullaniimistir. Amplifikasyon,
standart reaksiyon bilesenleri kullamlarak 95°C’de gergeklestirilen 5 dakikalik bir
ondenatiirasyon sonrasi, 94°C’de 30 saniye, 42°C’de 30 saniye, 72°C’de 3 dakika. 45 dongii
olarak gergeklestirilmigtir. Reaksiyonlarm tamami 3,5 mM MgCl, konsantrasyonunda yapilmis
olup, primer giftleri olarak Pf1-oligo13, oligol—oligo13 kullantlmistir.

Pl — oligo 13 primer ¢ifti ile yapilan amplifikasyon sonucunda 285 bp, oligol-
oligo13 primer ¢ifti ile yapilan amplifikasyon sonucunda da 258 bp biiyiikliigiinde DNA bandi
olusumu beklenmektedir. Elde edilecek bantlarin bityiikligiini net olarak tespit edebilmek
amaci ile markira ilave olarak kontrol grubu olacak amplifikasyonlar da gergeklestirilmistir.
PALDH plazmid DNA’sinin kalip olarak kullamldig: reaksiyonlarda Pfl1—oligo13 ve oligol —
oligo13 primer ¢iftlerinin her ikisiyle de amplifikasyon yapilmig ve bu &rnekler de aymi jel
tizerinde yurtitiiimiistiir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 incelendigi zaman her iki kontrol grubunun da ¢ok iyi bir sekilde galistigi ve
istenen biiyiiklilkte DNA bantlarimin olustugu goriilmektedir. Kahp olarak Pv genomik DNA,
primer olarak da oligol-oligo13 ¢iftinin kullanildigi (3) nolu hatta da istenen biiyiikliikteki bir
DNA bandinin (258 bp) varligi goriilmektedir. Bandin biiyiikliigiiniin dogrulugu markir ile
karsllastlrilarak kontrol edilebilecegi gibi tam olarak 258 baz ¢ifti biiyiikliigiinde olan (2) nolu
hattaki DNA bandt ile karsilastirilarak da tespit edilebilmektedir.

Muhtemel bant, dizi analizi icin MWG-Biotech’e gonderilmis olup herhangi bir olumlu
sonug elde edilememistir. Bunun sebeplerinden birisi, amplifikasyon iiriintiniin dizi analizi i¢in
yeterli konsantrasyonda olmamasidir. Digeri ise kullanilan primerlerin kalip DNA ile ¢ok diisiik
oranlarda etkilesmis olmasi olabilir. Verimli bir PCR’in temel unsurlart hedef diziye
komplementer primerlerin varligim gerekli kilar. Hedef DNA dizisi hakkinda hicbir bilgi
olmadig: i¢in primerlerin yiiksek dejenerasyon oraninda tasarlanmasi ve bunun sonucunda
amplifikasyon sirasinda primerlerin diisiik Ozgiilliik diizeylerinde olmasi bu zayif etkilesime

sebep olabilir.
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258 bp

M 1 2 M 3 4

Sekil 3.3 Dejenere primerler ile amplifikasyon. M: Markir (Hyper Ladder I).
Hatlar: (1) P/LDH, Pf1 - Oligo 13; (2) P/LDH, Oligo 1 - Oligo 13;
(3) Pv geriomik DNA, Oligo 1- Oligo 13; (4) Pv genomik DNA,.Pf1 -Oligo 13.

3.4.2 Spesifik Primerler Kullanilarak PvLDH”1 Kodlayan Genin Amplifikasyonunun

Yapilmasy

Genomik kiitiiphaneler ve dejenere primerlerle gerceklestirilen amplifikasyon
denemeleri neticesinde elde edilen sonuglarin somut verilere doniistiiriilememeleri P. berghei’in
LDH niikleotid dizisinin V. Winter (yazili gériisme, 2002) tarafindan tamimlanmasiyla es
zamanlt olmustur. Bu dizi Winter’dan temin edilmis 2.1.7.2’de deginildigi iizere, LDH
niikleotid dizisi bilinen iki Plasmodium tiiric (P. falciparum ve P. berghei) arasinda yiiksek
oranda korunmus olan bolgeler dikkate alinarak 10 spesifik primer tasarlanmig ve bunlar degisik
kombinasyonlarda kullanilarak amplifikasyonlar gergeklestirilmistir.

Standart reaksiyon bilegenleri kullanilarak oligo16-oligo25 primer ¢ifti (273 bp) ile
95°C’de gergeklestirilen 5 dakikalik bir ndenatiirasyon sonrasi, 94°C’de 30 saniye, 42°C’de
30 saniye, 72°C’de 3 dakika, 45 dongii olarak gerceklestirilmistir. MgCl, konsantrasyonu 3,0-
4,5 mM araliginda, kalip DNA miktari ise 2,5-15 pl araliginda degisik oranlarda kullaniimis ve
optimum MgCl, konsantrasyonu 4,0 mM, kalip DNA miktar ise 5 pl olarak belirlenmistir
(Sekil 3.4). (Parantez iginde verilen deger, bu primer ¢iftinin kullaniimast sonucunda olusmasi

beklenen iiriiniin bilyiikliigiini ifade etmektedir.)

30



200 bp

273bp
400 bp

M 1 2

Sekil 3.4 Oligol6-0ligo25’in kullanilmasiyla elde edilen 273 bp’lik PCR iiriinii.
M: Markir (Hyper Ladder I). Hatlar: (1) ve (2) Oligo 16 — oligo 25 (273 bp).

Amplifikasyon sonrasi %1’lik agaroz jelde yiiriitillmiis muhtemel 273 bp’lik DNA
ornegi jelden geri alinmig ve dizi analizi igcin MWG-Biotech’e, U.K., gonderilmistir.

273 bp’lik DNA o6meginin dizi analizi sonucunda dizinin tamami okunabilmistir.
Okunan bu dizi P. falciparum LDH’1 ve dizisi bilinen diger LDH’lar ile karsilagtiriimis ve
amplifikasyonu yapilan DNA pargasinin Plasmodium vivax LDH’ma ait oldugu tespit
edilmistir,

infekte kan 6rneklerinden sadece 273 bp’lik DNA’min izolasyonu degil P. vivax LDH
geninin tamaminin izolasyonu da gergeklestirilmis, fakat daha sonraki reaksiyonlarda PCR ile
amplifikasyon igin gerekli olan DNA konsantrasyonuna ulagilamadigi igin reaksiyon

tekrarlanamamigtir. Bu sebeple bu reaksiyon sartlari ve jel goriintiileri verilmemistir.

3.5 PvLDH Geninin Tam Uzunlugunun P. vivax Belem Soyu Genomik DNA’sindan

izolasyonu ve Klonlanmasi

P. vivax’in laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan geninin amplifikasyonu ¢alismalari
siirerken TIGR (The Institute for Genome Research) veritabanindan [48] P. vivax LDH’ma ait
veriler temin edilmis ve eldeki veriler 151ginda 4 adet yeni primer sentezlenmistir (Pv1, Pv2,
Pv3, Pv4). Bu primerlerden Pvl, PvLDH geninin 5 ucunun tamamlayicisi olup Eco RI, Pv2 ise

3" ucunun tamamlayicist olup Pst I restriksiyon enzimi kesim bolgelerini tasimaktadirlar. Pv3
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primeri yine PvLDH geninin 5” ucunun, Pv4 ise 3" ucunun tamamlayicisi olup herhangi bir
restriksiyon enzimi kesim bélgesini tasimamaktadirlar.

PvBelem genomik DNA’sinin Pvl-Pv2 ve Pv3-Pv4 primer giftleri kullanilarak
gergeklestirilen amplifikasyonu ¢ahigmalarinda enzim olarak 7ag ve AmpliZag DNA polimeraz
enzimleri kullanilmig olup sadece AmpliTaq ile gergeklestirilen reaksiyondan pozitif sonug
alinabilmistir.

PCR sonras1 6rnekler %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.5). Pvi-Pv2 primer
¢ifti ile gergeklestirilen reaksiyon (1. hat) ¢aligmamis, Pv3-Pv4 primer gifti ile gergeklestirilen

reaksiyonda muhtemel pozitif bant (3. hat) goriilmiistiir.

1kb

M M

Sekil 3.5 PvBelem genomik DNA kullanilarak spesifik primer gitleri ile PvLDH geninin amplifikasyonu.
M: Markir (Hyper Ladder I). Hatlar: (1) Pvi-Pv2 (948 bp); (2) Pvl-Pv2 Negatif kontrol; (3) Pv3-Pv4
(951 bp); (4) Pv3-Pv4 Negatif kontrol.

Pv1-Pv2 primer ¢ifti ile gergeklestirilen reaksiyonunun g¢aligmamasinin nedeni bu
primerlerin 5" uglarma ilave edilen Eco RI ve 3" ucuna ilave edilen Pst I restriksiyon enzimi
kesim bolgesi ve bu bolgelerin taninmasimi saglayacak ilave niikleotidlerin primerin hedef

diziye olan §zgiilliigiinii kisitlamasi olabilir.
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3. hattaki muhtemel pozitif bant jelden kesilerek alinmus, saflastirilmis ve pGEM®-T
Easy vektor igerisine klonlanmistir. Koloni PCR ile istenen genin klonlandigma dair 6n bir
dogrulama yapilmstir,

Koloni PCR sonucunda pozitif olarak tespit edilen koloninin bir gece gelistirilmis olan
stok kiiltiirtinden Wizard Plus SV Minipreps kit ile DNA izolasyonu gergeklestiriimis ve dizi
analizinin yapilmasi igin MWG-Biotech’e gonderilmistir. pGEM®-T Easy vektdr icerisine
aktartlan PvLLDH DNA’sinin tam uzunlugunun ¢ift yonde dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi
neticesinde okunan bu dizi P/LDH ve dizisi bilinen diger LDH’lar ile karsilagtirilmistir. Biitiin
LDH larin karakteristigi olan katalitik amino asitlerin PvLLDH da da bulundugu tespit edilimis ve

boylece klonlanan DNA parcasinin P. vivax LDH’1 oldugu ispatianmistir.
3.6 PvLDH Geninin Niikleotid ve Amino Asit Dizisinin Analizi

Sonuglarda karigikhiga sebep olmamak igin bu altbélimde analiz sonuglart PvLDH
geninin niikleotid dizisinin analizi ve PvLLDH geninin amino asit dizisinin analizi olarak iki ayri

baslik altinda ele alinacaktir.

3.6.1 PvLDH Geninin Niikleotid Dizisinin Analizi

izolasyonu ve kionlanmasi gergeklestirilen PvLDH’1 kodlayan genin niikieotid dizisi
Tablo 3.3’te verilmistir.

P. vivax laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen 951 niikleotid (316 amino asit)
icermektedir. PALDH’da oldugu gibi [25] PvLDH’1 kodlayan gende intron igermemektedir.
PvLDH, ATG kodonu ile baslayip TTA kodonu ile sonlanmaktadir.

PvLDH geninin niikleotid dizisi elde edildikten sonra veriler Gene Tool Lite 1.0 isimli

yazilim programi ile degerlendirilmistir.

v.C. YOXSEKOORETIV KURULY
DOKDHMANTASVON MERKEZ
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Tablo 3.3 PvLDH’1 kodlayan genin niikleotid dizisi.

61

121

181

241

301

36l

421

ATGACGCCGAAACCCAAAATTGTGCTCGTCGGGTCGGGCATGATCGGAGGCGTGATGGCC
————————— T T s et e S

TACTGCGGCTTTGCGGTTTTARCACGAGCAGCCCAGCCCGTACTAGCCTCCGCACTACCGG

ACGCTGATTGTGCAGAAGAACCTGGGGGACGTAGTGATGTTTGACGTAGTGAAAAACATG

————————— et e Tt St Sttt P

TGCGACTAACACGTCTTCTTGGACCCCCTGCATCACTACAARACTGCATCACTTTTTGTAC

CCCCAAGGAAAGGCACTAGATACGTCTCACTCGAATGTGATGGCTTATTCCAATTGCAAG

————————— b e b

GGGGTTCCTTTCCGTGATCTATGCAGAGTGAGCTTACACTACCGAATAAGGTTAACGTTC

GTGACTGGCTCGAACTCGTATGATGACTTGAAGGGAGCCGACGTGGTGATCGTCACTGCG
————————— e S S

CACTGACCGAGCTTGAGCATACTACTGAACTTCCCTCGGCTGCACCACTAGCAGTGACGC

GGATTTACTAAAGCACCAGGAAAGAGCGACAAGGAATGGAACCGAGATGATTTACTCCCC
CCTAAATGATTTCGTGGTCCTTTCTCGCTGTTCCTTACCTTGGCTCTACTAAATGAGGGG

TTGAATAACAAAATTATGATTGAGATTGGGGGACATATTAAGAACCTTTGCCCCARTGCC

————————— T s et Tt ST S

AACTTATTGTTTTAATACTAACTCTAACCCCCTGTATAATTCTTGGAAACGGGGTTACGG

TTTATCATTGTGGTGACGAACCCAGTGGACGTGATGGTGCAGTTACTCTTCGAGCATTCC
————————— e e i Tt e

AAATAGTAACACCACTGCTTGGGTCACCTGCACTACCACGTCAATGAGAAGCTCGTAAGG

GGAGTCCCAAARAATARAATCATCGGATTAGGTGGTGTGCTAGATACATCTAGACTGARAA

CCTCAGGGTTTTTTATTTTAGTAGCCTAATCCACCACACGATCTATGTAGATCTGACTTT

34
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180

240
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481

541

601

661

721

781

841

901

TATTACATATCGCAGAAGTTGAACGTCTGCCCGAGAGATGTTAATGCACTCATTGTCGGT
————————— B T B il e B e e

ATAATGTATAGCGTCTTCAACTTGCAGACGGGCTCTCTACAATTACGTGAGTAACAGCCA

GCACATGGGAACAAGATGGTTCTCCTGAAAAGGTACATCACAGTTGGAGGTATCCCATTG

————————— e e T e e

CGTGTACCCTTGTTCTACCAAGAGGACTTTTCCATGTAGTGTCAACCTCCATAGGGTAAC

CAAGAATTTATTAATAACAAAAAGATTACAGATGAAGAAGTGGAAGGCATATTTGATCGC
————————— e T T STt T S 1

GTTCTTAAATAATTATTGTTTTTCTAATGTCTACTTCTTCACCTTCCGTATAAACTAGCG

ACTGTCAACACTGCTTTGGAGATTGTGAACCTCCTTGCCTCTCCTTATGTTGCCCCAGCT
————————— e e et B Y

TGACAGTTGTGACGAAACCTCTAACACTTGGAGGAACGGAGAGGAATACAACGGGGTCGA

GCTGCCATCATCGAAATGGCCGAATCTTATT TGAAGGATATAAAGAAAGTGCTTGTTTGT
—————————— e e

CGACGGTAGTAGCTTTACCGGCTTAGAATAAACTTCCTATATTTCTTTCACGAACAAACA

TCCACTCTACTAGAGGGACAATACGGCCACAGCAACATCTTTGGTGGTACTCCTCTCGTT

AGGTGAGATGATCTCCCTGTTATGCCGGTGTCGTTGTAGAAACCACCATGAGGAGAGCAA

ATCGGGGGCACCGGAGTTGAGCAAGTCATCGAGTTGCAGCTGAATGCCGAGGAGAAGACC

————————— e B T e ittt &

TAGCCCCCGTGGCCTCAACTCGTTCAGTAGCTCAACGTCGACTTACGGCTCCTCTTCTGG

AAGTTCGACGAGGCAGTTGCGGAGACTAAAAGGATGAAGGCGCTCATTTAA
————————— R e T e et S 1ol |

TTCAAGCTGCTCCGTCAACGCCTCTGATTTTCCTACTTCCGCGAGTAAATT
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3.6.1.1 PvLDH Geninde Her Bir Niikleotidin Kullanim Sikhg:

Tablo 3.4’te PvLDH geninde her bir niikleotidin kullanim siklig1 verilmistir

Tablo 3.4 PvLDH geninde her bir niikleotidin kullanim siklig1.

A (Adenin) T (Timin) G (Guanin) C (Sitozin)
Sayi 273 233 250 192
% 28,8 246 26,4 20.3 AJ

PfLDH geninde ise adenin 341 (%35,9), timin 296 (%31,1), sitozin 127 (%13.4) ve
guanin 187 (%19,7) pozisyonda kullantimistir. P. vivax ve P. falciparum arasinda niikleotid
kullanim oranlari agisindan yapilan kiyaslamada; P. vivax’in P. falciparum’a oranla adenin ve
timin niikleotidlerini kullanim sayisinin daha az oldugu, buna karsin guanin ve sitozin
niikieotidlerini kullanim sayisinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. P. vivax’in guanin ve sitozin
nitkleotidleri agisindan zengin olusu yapilacak olan amplifikasyon g¢alismalarinda yiiksek
denatiirasyon ve  baglanma  sicakhiklarinin  segilerek  spesifik  amplifikasyonlarin
gergeklestirilmesini miimkiin kilacaktir. Gene Tool Lite 1.0 isimli yazilim programi ile yapilan
hesaplamalar bu diisiinceyi kanitlar ynde sonug vermis, P. vivax ¢ift sarmalinin erime sicakh

(Tm) 78°C, P. falciparum gift sarmalinin erime sicaklig1 72°C olarak hesaplanmigtir

3.6.1.2 PvLDH’1n AT ve GC Yogunluklan

P. vivax ve P. falciparum LDH genlerinin AT ve GC yogunlukiari yine Gene Tool Lite
1.0 isimli yazilim programi ile degerlendirilmis ve elde edilen grafikler PYLDH in AT
yoguniugu Sekil 3.6’da, PALDH’in AT yogunlugu Sekil 3.7°de, PvLDH’in GC yogunlugu Sekil
3.8’de ve P/LDH’in GC yogunlugu Sekil 3.9°da verilmistir.
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Sekil 3.6 PvLDH’in AT yogunlugu.
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Sekil 3.7 PALDH’in AT yogunlugu.
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Sekil 3.8 PYLDH’1n GC yogunlugu.
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Sekil 3.9 P/LDH"1in GC yogunlugu.
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Genel olarak PYLDH ve PfLDH AT bakimindan zengindirler. Ama grafiklerde de
goriildiigii gibi P. vivax’in P. falciparun’a oranla AT yogunlugunun daha az, GC yogunlugu ise
daha fazladir. P. vivax’in %GC yogunlugu %46,6 iken P. falciparum’da bu oran %33 tiir.
PvLDH geni igin yapilan degerlendirmede PvLDH geninin ortalarma dogru %GC
yogunlugunun azaldigi belirlenmistir. Bununla beraber PALDH’a oranla genin basinda ve
sonunda %GC yogunlugunun aldukga arttigs goriilmektedir. %AT yogunlugu agisindan yapilan
degerlendirmede ise %GC yogunlugu ile ters orantili olarak %AT yogunlugunun genin
ortalarina dogru artig gosterdigi yine de esdegeri olan bolge ile kiyaslandigi zaman PvLDH m
daha disiik %AT yogunluguna sahip oldugu gériilmektedir. P. vivax LDH geninin basg ve son

kistminda %GC yogunlugunun yiiksek olmasi hem bu gen ile gergeklestirilecek amplifikasyon
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cahigmalarinda spes‘iﬁk ve yiiksek erime 1sisina sahip primerlerin tasarlanabilmesini miimkiin
kilmast agisindan hem de guanin ve sitozin niikleotidleri arasinda ii¢ hidrojen bag: bulunmasi
sebebiyle daha kararh yapi olusturmasi bakimindan 6nemlidir. Ayrica yiiksek %GC yogunlugu
termostabilitenin de gostergesidir.

Genel olarak P. vivax’tan izole edilen genlerin %GC yogunlugunun diger bazi
Plasmodium tiirlerindeki esdegerlerinden daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Ornegin; Valin
sentetaz, enzimini kodlayan gen hem P. vivax’tan hem de P. knowlesi’den izole edilmis ve P.

vivax'taki %GC oram %54,7, P. knowlesi’deki oran ise %46,7 olarak tespit edilmistir [49].
3.6.1.3 PvLDH Geninde Diniikleotidlerin Kullanim Sikhg1

P. vivax ve P. falciparum LDH genlerinin diniikleotidleri kullanim siklig1 Tablo 3.5°te

verilmistir.

Tablo 3.5 P. vivax ve P. falciparum LDH genlerinin diniikleotidleri kullanim sikiig;.

AA CA GA TA AC CC GC TC AG CG GG
Pv | Sayn 84 57 90 41 53 45 47 47 62 42 62
% 8,9 6,0 9.5 4,3 ‘ 5,6 4,8 5,0 5,0 6,5 4,4 6.5
Pf | Sayn 124 60 63 93 45 23 32 27 65 7 37
%o 13,1 6,3 6,6 9,8 4,7 24 34 2,8 6,8 0.7 39

TG AT CT GT TT

Pv | Sayi 84 74 48 51 60
Yo 8,9 7,8 5,1 54 6,3

Pf | Sayi 78 106 37 55 98
% 8,2 11,2 39 5,8 10,3

P. vivax ve P. falciparum LDH genleri diniikleotidleri kullanma oranlari agisindan
karstlagtirtldigr zaman iki tiir arasinda 6zellikle bazi diniikleotid g¢iftlerinin kullanim sikhiginin
biiyiik oranlarda farklilastigr goriilmiistiir. CG dintikleotidinin PvLDH’da %3,7 oraninda daha
fazla kullanildig: tesit edilmistir. Buna karsilik TA diniikleotidinin %4,5, AA’nin %4.2, TT nin
%4 ve AT diniikleotidinin %3,4 oraninda PfLDH geninde daha fazla oldugu belirlenmistir.
Diger diniikleotidlerin kullanim sikligimin iki tir arasinda yakinhik goterdigi gortilmiistiir. Bu,

sonugda yine PvLDH geninin GC yogunlugunun P/LDH genine gore daha fazla oldugunun

gostergesidir.
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3.6.2 PvLDH Geninin Amino Asit Dizisinin Analizi

PvLDH bilinen diger plazmodiyal LDH’lar (P/LDH, PALDH, PyLDH) ve insan
LDH’ inin her iki formu (H; ve My) ile karsilastirtimistir. LDH dizilerinin karstlastiritmasi
DNAStar ve ClustalW isimli yazihm programlari ile gergeklestirilmistir. Karsilastirma
neticesinde PvLDH’1n amino asit diizeyinde P/LDH ile %90,1, POLDH ile %90,8, PyLDH ile
%90,5, insan-M, LDH’1 ile %26 ve insan-H,; LDH’1 ile %25 oraninda benzer oldugu tespit
edilmigstir. Dizi karsilastirmasi Tablo 3.6’da verilmistir. Tabloda da goruldiigii gibi diger tiim
LDH’far gibi PvLDH’da katalizlemede gérevli olan arjinin-171 (piriivati baglar), aspartat-168
ve histidin-195 (proton verici amino asitler), arjinin-109 (piriivatin karbonil bagin polarize

eder) anahtar amino asitlerini igerir. Bu da bize klonlanan genin PvLDH geni oldugunu ispatlar.
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PvLDH insan LDH’1 ile karsilastinildign zaman bazi tek amino asit delesyonlart ve
insersiyonlarin varhg goriilmektedir. Glutamat-48 ve glisin-217 bahsedilen iki delesyondur.
PvLDH da 73. ve 74. amino asitler arasinda bir tirozin insersiyonu igermektedir. Ayni zamanda
insan LDH’indan farkh olarak PvLDH enziminin aktif bdlge halkasinda serin-108 ve arjinin-
109 amino asitleri, arasinda 5 amino asit insersiyonu mevcuttur. Bunlar sirasiyla DKEWN
(Aspartik asit- lizin- glutamik asit- triptofan- asparjin) amino asitleridir. PvLDH, P/LLDH dan
31, PhLLDH dan 29 ve PyLDH’dan ise 30 amino asit pozisyonunda farkhidir. PvLDH insan
LDH’indan farkli olarak plazmodiyal LDH’lar arasinda korunmus olan 6nemli bazi amino
asitlere sahiptir. PvLDH 163. pozisyonda serin yerine 18sin, 246. pozisyonda threonin yerine
prolin, 250. pozisyonda izolésin yerine yine bir prolin amino asidini iermektedir. 163. amino
asit aktif bolgenin nikotinamid baglanma cebinde bulunur ve serin yan zincirinin, kofaktoriin
amid grubu ile etkilesimi kristallografi ¢alismalan: ile gosterilmistir [19, 50, 51]. Bu amino asit
degisikligi PLDH’in APAD ile etkilesimini saglar [33, 52]. P/LDH’in kinetik ozellikleri
arasinda yer alan APAD adl koenzimi daha hizhi kullanabilme yeteneginin ve ortamda biriken
substrat fazlaligindan etkilenmemesinin 163. amino asitte sahip oldugu 6zellikten kaynaklandig;
diisiiniilmektedir. Ayni zamanda diger LDH’lardan farkl olarak NADH kofaktdriiniin baglanma
cebinin farkli bir konumda bulunmasinin nedeni olarak da bu amino asit degisikhgi
gosteritmektedir. PfLDH’da NADH yaklagik olarak 1 Angstrom 163. elemana dogru
ilerlemistir. Bu 6zellik plazmodiyal LDH’a dzgiidiir ve 8sin 163 proteinin kinetik dzelliklerini
etkilemektedir. PvLDH’da da 163. pozisyonda lsin amino asidi bulunmasi sebebiyle benzer
yaklagimlarin PvLDH iginde gegerli olabilecegi diistiniilmektedir.

PvLDH da PLDH gibi 5 amino asit insersiyonuna sahiptir. P/LDH ile yapilan yapisal
kristallografi caligmalari [33] memeli LDH’indan farkl: olarak bu ilave 5 amino asidin enzimin
aktif bolgesinde bir yarik olusturdugunu gostermistir. Bu yarik yeni antimalariallarin
tasarlanmasinda hedef bolge olarak tanimlanmistir [33, 34]. Bu 5 amino asit ilavesinin varlig
LLDH dizisi bilinen biitin plazmodiyal LDH’larda gosterilmistir. Bu PfLDH’a uygulanan
¢alismalarin PvLDH’a da uygulanabilecegi fikrini desteklemektedir.

Yapilan galismalarda P/LDH klorokin igin potansiyel hedef olarak belirlenmistir {53.
54]. PALDH ve klorokin arasinda olusan kompleksin yapisi analiz ¢aligmalart ile tanimlanimig
[35] ve klorokinin enzim {izerine olan inhibitdr etkisi gosterilmistir. P/LDH i aktil' bolge
halkasinda yer alan 5 amino asit ilavesinin PvLDH’da da goriilmesi klorokin ve diger
inhibitsrlerin PYLDH iginde inhibitér olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Yapilan bir
diger ¢alismada da PfLDH ve PALDH amino asit dizisi arasindaki farkliligin ii¢ boyutlu yap
iizerine ¢ok az etkili olaca@t gosterilmistir [55]. P/LDH ve PPLDH arasindaki benzerlik %90,8
iken PvLDH ve PfLDH arasindaki benzerlik %90,1°dir. Dolayistyla PYLDH’in ii¢ boyutlu
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yapisinim da PALLDH’dan ¢ok farkli olmayacag: tahmin edilmektedir. PvLDH igin yapilacak olan
yap1 analizi ¢aligmalari sonucunda PYLDH’1n yapisal ve kinetik olarak P/LDH ile biiyiik oranda
benzerlik gostermesi durumunda, P/LDH igin yapilan yeni antimalarial ilaglarin tasarlanmasina

yonelik calismalarin PvLLDH i¢inde yapilmast miimkiin olacaktir.
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4 SONUC

Sitma tedavisinde kullanilan antimalarial ilaglara kars1 gelisen direng yeni
antimalariallarin gelistirilmesini gerekli kilmigtir.

Sitma parazitlerinde ATP’nin temel metabolik kokeni glikolizdir [28]. Ciinkii sitma
parazitleri etkin bir sitrik asit dongiisii ve aktif bir mitokondriden yoksundurlar [5, 29]. Laktat
dehidrogenaz enzimi insan sitma parazitlerinin karbonhidrat metabolizmasinda dnemli bir rol
oynar. Parazit, bu enzim sayesinde glikolizin son iriinii olan piriivik asidi doniisiimlii bir
reaksiyonla laktik aside ¢evirmektedir. Dolayistyla bu enzimin inhibisyonu parazitin yasaminm
sonlandirtimasi anlamma gelmektedir {27].

Bu yiiksek lisans tez calismasinda PvLDH geni, yapiya dayandirilmis ilag tasarim
¢aligmalar igin hedef olarak segilmigtir.

PALDH, ilk kez Honduras I isimli soydan [25] daha sonra K1 ve PFFCBR isimli
soylardan izole edilmis ve kfonlanmistir [32]. Elde edilen verilerden yapiya dayandirilmis ilag
tasarim ¢ahigmalarinda yararlantimistir. P/LDH, proteini iiretilen [56] ve yapisi tanimlanan [33]
ilk plazmodiyal enzimdir. Plazmodiyal LDH bashca iki ozelligi ile diger LDH’lardan
ayrilmaktadir. Bunlardan ilki, NADH baglanma cebinin diger LDH’lardan farkli konumda
bulunmasi, ikincisi ise enzimin katalitik halkasinda 5 amino asit ilavesinin bulunmasidir. Bu
ilave 5 amino asit enzimin katalitik halkasinda bir yarik olugturmaktadir ve bu yarigin gossipol
ve turevleri [27] gibi gesitli enzim inhibitorlerini yapisina alarak enzimin inhibisyonunu
saglama potansiyeline sahip olabilecegi diisiiniilmektedir [34].

Son zamanlarda yapilan calismalar sonucunda PHL.LDH’da da bu ilave 5 amino asidin
varlig tespit edilmistir [S5]. POLDH ile yapilan yapi analizi caligmalart PbLDH’in da PfLLDH’a
benzer yapisal ve kinetik 6zellikler gosterdigi ispatlanmistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda P. vivax laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen
izole edilmis, klonlanmig ve niikleotid dizisi belirlenmistir. PVLDH dizisi, dizisi bilinen diger
LDH’lar ile karsilagtirildigt zaman tiim anahtar amino asitlere sahip oldugu goriilmiistiir.
PvLDH’in PLDH ile amino asit diizeyinde %90,1 oraninda benzerlik gostermesi Pfl.DH’a
Ozgii yapisal ve biyokimyasal 6zelliklerin PvLDH’da da goriilebilecegini diistindiirmektedir.
Daha dnce PLDH’da gosterilen, yeni antimalarial ilaglarin tasarlanmasi igin hedef bolge olarak
nitelendirilen aktif bolge halkasinda ilave 5 amino asidin, PvLDH’da da tespit edilmis olup
PfL.DH’a uygulanan yaklasimlarin PvLDH’a da uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.

P. vivax diinya iizerinde en genis yayilim gosteren Plasmodium tiirii olmasi sebebiyle,

bu parazite karsi gelistirilecek yeni antimalarial ilaglar sitma ile miicadelede biiyiikk Sneme

44



sahiptir. Yapilan bu ¢alisma ile PvLDH enzimini kodlayan gen izole edilmis olup, yeni bir
antimalarial ilacin gelistirilmesi ¢aligmalarinda hedef bolge olan enzim aktif bolgesi
tanimlanmustir.

Bir sonraki galismalarda genin ekspresyonu yapilarak protein saflastirilacaktir. Bu
protein enzimin yapisal ve kinetik analizlerinin yapilmasinda kullanilarak elde edilecek veriler

yeni antimalariallarin tasarlanmasi galismalarinda kullanilacaktir.
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