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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Plasmodium vivax’da LAKTAT DEHIDROGENAZ ENZIMININ AKTIF
BOLGE HALKASI AMINO ASITLERININ YONLENDIRILMIS

MUTAGENEZ CALISMALARI iLE ANALIZI

Dilek SADAK

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

20006, Sayfa: 48

Mevcut antimalariallara karst direncin ortaya c¢ikmasi yeni ilaglarin gelistirilmesini
gerekli kilmistir. Bu tezde; Plasmodium vivax’m glikolitik enzimi olan laktat dehidrogenaz
hedef olarak se¢ilmistir. Enzimin aktif bolge halkasinda ilave 5 amino asit uzantis1 vardir. Bu
ilave uzantinin insan laktat dehidrogenaz enzimlerinde kopyasi mevcut degildir. Kinetik
caligmalari ile beraber bu ilave, yapiya dayandirilmis ilag tasarim ¢aligmalari igin bolgeyi ideal
bir hale getirmektedir. Laktat dehidrogenaz enzimi bu tezde ydnlendirilmis mutagenez
caligmalariyla Plasmodium vivax’da calisilmistir. Aktif bolge halkasindan ilk iki amino asit
cikarildiginda enzim aktivitesi devam etmistir ama 5 amino asit ¢ikarildiginda enzim aktivitesi
durmustur. Bu sonuglar yeni antimalariallarin tasariminda bu boélgenin ideal bir hedef olmasi

fikrini desteklemistir.

Anahtar Kelimeler: Plasmodium vivax, laktat dehidrogenaz, aktif bolge halkasi,

yonlendirilmis mutagenez, antimalarial.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

ANALYSIS OF ACTIVITE SITE LOOP AMINO ACIDS OF ENZYME
Plasmodium vivax LACTATE DEHYDROGENASE IN BY SITE-

DIRECTED MUTAGENESIS STUDIES

Dilek SADAK

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
2006, Page: 48

Increasing resistance of malaria parasites to the currently available drugs necessitates
the development of new antimalarials. In this thesis, glycolytic enzyme lactate dehydrogenase
of Plasmodium vivax has been targetted for this aim. Active site loop of this enzyme is extended
by five extra amino acids. The extended loop is not present in their human counterpart. In
combination to the kinetic studies, this makes the site an ideal target for the structure based drug
design studies. Lactate dehydrogenase was evaluated from Plasmodium vivax by the site
directed mutagenesis studies in this thesis. The enzyme remained active after the removal of the
first two amino acids from the loop, but this activity abolished when all of the inserted amino
acids were removed. These results supports the idea of being this site ideal target for the design

of new antimalarials.

Keywords: Plasmodium vivax, lactate dehydrogenase, active site loop, site directed

mutagenesis, antimalarial.



1. GIRIS
1.1. Sitma:

Sitma infekte disi anofel sivrisineklerin kan emerken tasidiklar1 sporozoitleri konukcu
canliya tasimalartyla bulasan bir infeksiyon hastaligidir. Sitmanin en belirgin etkeni atestir ve

bunu ndbetler halinde gelen titremeler takip eder [1].

Sitmayla miicadele yiiz yillardan beri devam etmesine ragmen sitma diinyanin tropikal
ve subtropikal iilkelerinde halk sagligimmi ve buna bagli olarak ekonominin gelismesini tehdit

eden 6nemli ve gittikge biiyiiyen faktdr olmaya devam etmektedir [2].

Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO) verilerine gore diinya niifusunun yaklasik %401
sitmaya yakalanma riski yiiksek olan yerlerde yasamaktadir. Bu durumdan en ¢ok cocuklar
etkilenmektedir. Her yil goriilen yaklasik 300-500 milyon arasi sitma enfeksiyonlarinin 1
milyonundan fazlasi insan O6liimiine sebep olmaktadir. 3.2 milyar insanin ¢ogu da tehlike
altindadir. Bununla birlikte Afrika’da yasayan ¢ocuklar arasindaki 6lim oram1i % 75’den

fazladir [3,4].

Plasmodium falciparum (P. falciparum), Plasmodium vivax (P. vivax), Plasmodium
ovale (P. ovale) ve Plasmodium malariae (P. malariae) insanda sitmaya sebep olan plasmodium
tiirleridir [1]. P. vivax, P. falciparum kadar tehlikeli ve oldiiriicii degildir. Ancak insan iizerinde

olumsuz etkileri ¢ok fazladir ve infekte iilkelerde ekonomik olarak biiyiik zarara yol agmaktadir

[5].

P. vivax daha ¢ok sicak ve tropik bolgelerde hastaliga sebep olmakta ve plasmodium
tirleri igerisinde tiim diinyada genis bir cografi yayilim gostermektedir. Tropikal Afrika, Asya
ve Gliney Amerika’da olduk¢a yaygindir [6,7]. P. ovale yalnizca Bati ve Pasifik yerlilerinde
hastalik olustururken P. malariae olgusuna ise pek rastlanmamistir [6]. P. falciparum ise diger
¢ tiire gore daha ciddi ve ilerleyen bir hastaliga neden olup, ¢ogunlukla birka¢ giin i¢inde
hastanin Gliimiine yol agar [8,9]. Afrika ve Giineydogu Asya’nin biiyiik bir boliimiinde

yaygindir [6].

Bununla beraber sitma parazitlerinin klasik antimalarial ilaglara karsi direng kazanmalari
sitmanin tehlikeli boyutunu daha ileri asamalara gotiirmektedir. P. falciparum ve P. vivax’in da
varolan antimalarial ilaglara kars1 diren¢ kazanmis olmalari, bu tiirler i¢in yeni ila¢ tasarimlarini

zorunlu hale getirmistir [5,10]. Bunun i¢in ilk adim olarak parazitin metabolik yollarinda



kullandiklar1 enzimler, ilag tasarimlart i¢in hedef olarak se¢ilmistir. Ciinkii parazitin yasam
devresinde bu enzimler 6nemli rol oynamaktadir [10]. Plasmodiumlarin glikolitik enzimleri hem
yeni antimalarial ilag tasarimlarinda alternatif bir yolu temsil edecegi diigiiniildigii i¢in hedef
molekiiller olarak hem de hastaligin tespiti sirasinda kandaki parazit diizeyini gosteren birer
indikator olarak tamimlanmistir [10,11,12,13]. Bu amagla P. falciparum’un LDH enzimi (Pf
LDH) hedef enzim olarak segilmistir. Bu enzim, plasmodiumlarin yasam dongiisii i¢in
gereklidir [14]. Yapilan calismalar bu enzimin aktivitesinin engellenmesinin parazitin

yasaminin sonlandirilmasini sagladigimi géstermektedir [15].

flag tasarim calismalarinin uygulanabilmesi amaciyla LDH geni P. falciparum soylar
olan K1 ve PF FCPR’den klonlanmis, gen ifadesi yapilmis [17] ve enzimin {i¢ boyutlu yapist
belirlenmistir [18]. P. falciparum LDH enzimini kodlayan genin klonlanmasindan sonra
P. vivax Belem soyu (Fransa) genomik DNA’sindan LDH enzimini kodlayan gen izole edilmis,
klonlanmis ve niikleotit dizisi belirlenmistir [10,19]. Pv LDH geni Pf LDH geninden sonra
giintimiize kadar klonlanan ikinci insan malarial LDH’ dir. DNA dizisi, Pv LDH’in Pf LDH’1
gibi 316 amino asitlik (aa) bir proteini kodlayan 951 bp acik okuma cercevesini igerdigini
gostermistir. Pv LDH’1in Pf LDH ve bilinen diger bazi LDH’larin aa dizi kiyaslamas1 Pv
LDH’1n sirastyla P LDH ile %90,1, P. berghei LDH’1 ile %90,8, P. yoelii LDH’1 ile %90,5,
insan-M, LDH’1 ile %26, insan-Hy; LDH’1 ile %25 benzer oldugunu gostermistir [19]. Bu
benzerlikten &tiirii tasarlanan yeni ilaglar insan LDH’1n1 etkilememelidir. Yapilan ¢aligmalar Pv
LDH’in insandaki esdegeri olan LDH’dan elektroforetik kinetik ve yapisal olarak farkl
oldugunu gostermektedir [10]. En ¢ok dikkat ¢eken o6zellik, Pv LDH’mn aktif bdlge halkasinda
PfLDH’da da oldugu gibi 5 aa ilavesi (aspartik asit, lisin, glutamik asit, triptofan ve asparajin)
olmasidir [19]. Pf ve Pv LDH’dan elde edilen yiiksek ¢oziiniirliikli X 1511 yapisi, her iki tiirtin
LDH’in da bulunan bu bolgenin enzim inhibitdrleri i¢in cazip bir hedef olabilecegini
gosterirken, yeni ortak ilag tasarim calismalarina saglayacagi katkiyi test edebilmek igin, bu
dizinin proteine kazandirdig1 6zelliklerin arastirilmasi bu yiiksek lisans tez ¢alismasimin amacint

olusturmaktadir.
1.2. Sitma Tedavisindeki Yaklasimlar:
1.2.1. Sitma Tedavisinde Kullanilan Geleneksel Antimalarial ilaclar:

Sitma tedavisinde kullanilacak ideal bir ila¢ parazitin tiim yasam evrelerine etki
edebilmeli ve Ozellikle saglik hizmetlerinin yetersiz oldugu gelismekte olan {ilkelerde

kullanilabilmesi i¢in tek dozda etkili olmalidir [20]. Giiniimiizde kullanilan ilaglarin biiyiik bir



kismi sitma parazitlerinin farkli yasam evrelerini hedeflemektedir [21]. Ancak var olan
antimalarial ilaglara karsi direng¢ gelismesi goz Oniinde tutuldugu zaman yeni antimalariallara
duyulan ihtiyag hizla artmaktadir [22]. Giiniimiize kadar gelistirilen temel antimalarial ilaglarin

bazilar1 agagida siralanmugtir.

Kininler

Kinin, Avrupa’da 17. yy’da siddetli malarianin tedavisi i¢in, modern tedavi teknikleri
gelismeden Once ortaya cikmistir [23,24]. 20. yy baglarinda ayrintili olarak incelenmeye
baglanmistir (24). Bu ilaglara 6rnek olarak 4- aminokinin, klorokinin verilebilir. Bu ilaglarin
hemoglobinin yikimi esnasinda olugan serbest hem bilesiginin sitma pigmenti olan hemozoine
donisiimiinii engelledigi belirtilmistir [25,26]. Hemoglobinin yikimi esnasinda hem bilesigi
serbest kalmakta ve oksidatif bir mekanizma ile hemozoin olarak adlandirilan hiicre i¢i sivida
¢oziinmeyen toksik kristallere doniismektedir [27]. Dolayisiyla bu ilaglar “hem”
polimerizasyonu, oksitlenme, glutatyon bagimli “hem” yikimi gibi reaksiyonlari inhibe

etmektedir [28].

Artemisinler

Birkag¢ yar1 sentetik artemisinin tiirevlerinin aktif bilesimi, Cin’de “qinghao” adi verilen
ve geleneksel ates tedavisi icin kullanilan Artemisia annua bitkisinden elde edilmistir [19].
Degisik artemisin tiirevleri (artemeter, artemisinin, artemotil ve artesunat igeren) siddetli
malarianin tedavisinde kullanilmigtir. Suda ¢6zilinebilir olmasi bakimindan artesunatin

farmakokinetik 6zellikleri digerlerine gore daha yiiksektir [23].

Antifolatlar

Orjinalleri hakkinda pek fazla bilgi bulunmamaktadir. Bu ilaglar (pirimetamin,
stilfadoksin) gebelikte 6zellikle malaryal tedavide folat metabolizmasinda rol almaktadir. Folat
metabolizmasinda; pirimetamin,dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enziminin inhibitorii, siilfadoksin

ise dihidropterat sentetaz (DHPS) enziminin inhibitorii olarak gorev yapmaktadir [22].

Tablo 1.1°de geleneksel olarak kullanilan antimalarial ilaglar, bulunduklar1 yil ve bu

ilaglara diren¢ kazanilan yillar verilmistir [30].



Tablo 1. 1: Antimalarial ilaglar, bulunduklar y1l ve direng kazandiklari yillar

Antimalarial ilaglar Bulundugu yi1l | Direng kazandig1 y1l
Kinin 19.yy 1910
Klorokinin 1945 1957
Proguanil 1948 1949
Primakin 1950 _
Sulfadoxin-primetamin 1967 1967
Amodiakin 1975 _
Meflokin 1977 1982
Artemisin 1970’ler _
Halofantrin 1988 1992
Atovakon 1996 1996
Lapdap 2003 _

1.2.2. Proje Asamasindaki Antimalarial ilaclar:

Ilag gelisiminde basar1 oranmm yiikseltmek icin degisik metotlar arastirilmaktadir.
Bunlarin iginde varolan ilaglarm yeniden diizenlenmesi, eski ilaglarin yeni kombinasyonlarla
kullanimi (6rnegin lapdap ve artemisin kombinasyonlar1) ve parazite 6zgii yeni ila¢ tasarimlarini
hedeflemek vardir. Asagida kisaca MMV (Medicines for Malaria Venture)’nin ilag gelistirme
portfoylindeki siirekli arastirilan 8 proje hakkinda bilgi verilecektir [29].

Chloroproguanil-Dapsone (Lapdap™- Artesunate)

Lapdap™, chloroproguanil (CPG) ve dapson (DDS)’un bir kombinasyonudur. 2003
yilinda etkili ve ucuz bir antimalarial olarak yansitilmigtir [29]. P. falciparum’un neden oldugu
sitma tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilmektedir. Agir olmayan malariali yetiskin ve

¢ocuklardaki faz II doz ¢aligmasi tamamlanmustir [30].
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Faz I klinik ¢aligmalar1 2004’de tamamlanmustir. Tayland’ da yetiskin hastalarda faz I-II
farmakodinamik ¢aligmasi 2005°de tamamlanmigtir ve ¢alismanin verileri siirekli olarak analiz
edilmektedir. Ilave faz I galismasi ve faz II doz aralig1 ¢alismas1 2006°da baslatilmistir. Ancak

¢ok pahali bir ila¢ oldugu i¢in ancak gelismis iilkelerde kullanilmaktadir [29,30].
Gelistirilmis Diamidin- DB289

DB289 aromatik bir diamidindir. Antiprotozoal ajan olan pentamidinin benzer bir yapisi
olarak gelistirilmistir. Pentamidin gibi DB75’in de farkli protozoon parazitleri, Plasmodium,

Tripanasoma gibi parazitlere karsi genis bir aktivite spektrumu vardir [29].
AQ-13 (Yeni Bir Aminoquinolin)

AQ-13 ([N1- (7- chlora-quinolin-4 yl1)-3- (N3, N3- dietilamino) propilamin] dehidroklorid
trihidrat) kisa halkali aminokinolin antimalaral bir ilagtir ve P.falciparum’a kars1 etkili oldugu

gosterilmistir [29,31].
Pironaridin- Artesunat

Pironaridin ve artesunat’in sabit kombinasyonu akut komplike olmayan P. falciparum ve
P. vivax’ I1 malaria hastalig1 olan yetiskin ve ¢ocuklarda tedavi i¢in kullanilmaktadir. Faz I’in
cok amagli hedefi 2005 yilinda tamamlanmis ve ¢ocuklardaki toleransi, giivenligi ve
farmokinetiklerinin ¢aligmasi 2006 yilinda baslatilmistir. Bu ¢alismay1 takiben hem Afrika hem
de Giineydogu Asya’da c¢ocuk ve yetiskin hastalarda kullanilmak iizere 2006 yilinda faz II
programi hazirlanmistir [29,30].

Isokuin

Kesfedildigi yer olan Liverpool Universitesi ve Glaxo Smith Kline ortakliginda
gelistirilmektedir. lkinci nesil bir aminoquinolindir. 2005°de klinik ©6ncesi asama

tamamlanmistir ve ilk kez 2006 yilinda insanda denenmesi planlanmistir [29,30].



4(1H)-Pirodonlar

2004’de 4(1H) pirodon tiirevi GW844520 bulus asamasindan gelisme asamasina
geemistir. Klinik dncesi program bu spesifik molekiiliin daha fazla gelismesinde problemler

ortaya ¢ikarmistir. Pirodonlar1 optimizasyon programi baglatilmistir [30].

8- Aminokinolinler

Son birkag yil igerisinde dliimlerin P. vivax’tan kaynaklandigi konusunda artan bir ilgi
vardir ve klorokin dayanikliligin da yayilmakta olduguna inanilmaktadir [30]. P. vivax in akut
ve tekrar niikseden asamasi i¢in yeni, giivenli, etkili ve kullanilabilir bir tedaviye ihtiyag
duyuldugu goriilmiistiir [30]. Bugiine kadar anti-niiksetme tedavisi olarak etkili olan tek bilesik
sadece 8- aminokinolinler gosterilmistir [30]. NPC1161B 8- aminoquinolinin (-) enantiomeridir.
Hem in vitro hem de in vivo farmakolojik aktiviteler potansiyel kalmasina ragmen (+)

enantiomerden daha az toksik oldugu belirgin olarak gosterilmistir [30].

1.2.3. Gelecekteki Yontemler

Son yillarda malaria tedavisinde kriptolepin, antiplazmodial aktivitede in vitro potansiyeli
olmasina ragmen oral olarak verildiginde farelerde malaria tedavisinde basarisiz olmustur. Bu
durum Kkriptolepinin antimalarial ilag olarak gelistirilmesi i¢in iyi bir aday olmadigini
gostermektedir. Bundan dolay1 artmig antiplazmodium aktivitesi olan ve azalmig toksitesi olan

kriptolepin analoglarini hazirlamak olasidir [32].

Cinchonanin antimalarial 6zellikleri 300 yildan fazladir bilinmektedir ve artemisin
tirevlerinin daha yakin zamanlardaki gelistirilmesi, bitki tiirlerinin malaria tedavisinde daha
etkili oldugunu gostermistir. Bu tarihe kadar artemisin rezistansli malarianin higbir raporu
olmamasina ragmen bu gelismekte olan olasiligin goz ardi edilemeyecegi ve yeni antimalarial
aragtirmalarin devaminin Onemli oldugunu gosterir. Ayn1 zamanda kiiciik c¢ocuklardaki
etkilerinin geleneksel bitkisel antimalariallarin degerlendirilmesi igin acil ihtiyag vardir. Ciinkii
malaria kurbanlarinin ¢ogu 5 yasmin altindakilerdir ve RITAM (Research Initiative for
Traditional Systems of Health)’in bunu bagarmada énemli bir rol oynayacagi imit edilmektedir.
Son 25 yilda bunun ¢ogu basarilmistir. Ama malariaya bagli 6liimler bu siire igerisinde

gergekten bir artis gdstermistir. Bu da gelecekteki miicadele i¢in 6nemli goriilmektedir [32].



1.3. Plasmodium vivax’in Laktat Dehidrogenaz Enzimi:

Laktat dehidrogenaz enzimi L-laktatin piirivata oksidasyonunu veya piirivatin laktata

rediiksiyonunu koenzim nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") aracilig1yla katalizler [33].

LDH, molekiil agirligi 140.000 dalton olan tetramerik bir yapiya sahiptir. Enzim iki farkli
altbirimin farkli konfigiirasyonlarda dizilimi sonucunda olusan 5 izoenzime sahip olup LDH-1
(H;), LDH-2 (H;M), LDH-3 (H,M,), LDH-4 (HM;) ve LDH-5 (M,) formlar1 olarak ifade
edilmektedir [34]. Bu izoenzimler kimyasal kompozisyon, kinetik ve immiinolojik 6zellikleriyle
birbirinden ayirt edilebilirler [33]. Ozellikle H4 ve M4 formlari farkli kinetik dzelliklere sahiptir
[34].

Plasmodium’un izole edilen glikolitik enzimleri hem yeni antimalarial ilaglar i¢in hedef
molekiiller olarak hem de kandaki parazitemi oraninin belirlenmesinde birer indikatoér olarak
tanimlanmustir [10,11,12,13]. Glikolitik enzimlerden ¢ogu izole edilmis, klonlanmis ve
tamamen niikleotid dizileri belirlenmistir [35]. Bunlardan bazilar1; fruktoz bifosfat aldolaz,
glukoz fosfat izomeraz, 3- fosfogliserat kinaz, enolaz, trioz-fosfat izomeraz ve laktat

dehidrogenazdir [35].

Yapilan c¢aligmalar sonucu tanimlanan glikolitik enzimlerin baz1 6zellikleri ile
konuk¢udaki homologu olan enzimden farkli oldugu tespit edilmistir [12]. LDH, konukgudaki

homologundan farklilig1 gdsterilen ilk sitma paraziti enzimlerinden biridir [35].

LDH enzimi insan sitma parazitlerinin karbohidrat metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynar. Parazit, bu enzim sayesinde glikolizin son f{irlinii olan piriivik asidi doniigiimlii bir
reaksiyonla laktik aside ¢evirmektedir. Dolayisiyla bu enzimin inhibisyonu parazitin yasaminin
sonlandirilmasini saglayacaktir [15]. Ancak ayni enzim hem insanda hem de parazitte
bulundugu i¢in insan LDH’min etkilenmeden kalmasi biiyiik 6nem arzetmektedir. Bu amagcla Pf’
LDH’1n elektroforetik, kinetik ve yapisal olarak insan LDH’indan farkli oldugu gosterilmistir.
Bu farkliliklar asagida belirtilmistir:

i.  Insan M4-LDH’indan farkli olarak Pf LDH, aktif bolge halkasinda 5 ilave aa (aspartik

asit, lisin, glutamik asit, triptofan ve asparajin) icermektedir [36].

ii.  Insan M4-LDH’indan farkli olarak, Pf LDH 3-asetilpiridin adenin diniikleotit (APAD")
adli koenzimi 0,5 M laktat konsantrasyonunda daha hizli kullanabilme yetenegine

sahiptir [13].



iii.  Insan LDH’indan farkli olarak Pf LDH yiiksek piriivat konsantrasyonunda inhibe
olmamaktadir [14].

iv.  PfLDH’n gossilik nitril diasetat ve tiirevleri tarafindan inhibisyona insan LDH’ndan

daha duyarl oldugu bildirilmistir [15].

Sitma parazitleri metabolizmalar i¢in gerekli olan ATP ihtiyacini glikoliz ile saglarlar.
Sitma parazitleri konukgudaki eritrositik dongiiler arasindaki donem siiresince (eseysiz faz) ¢ok
hizl1 bir sekilde ¢ogalmalar1 gerektiginden oldukea yiiksek diizeyde enerjiye ihtiyac¢ duyarlar.
Hem sitma parazitlerinde hem de yetiskin insan eritrositlerinde ATP’nin temel metabolik kokeni
glikolizdir [37], ¢iinkii sitma parazitleri ve konukgu olduklart memeli eritrositleri, etkin bir sitrik
asit dongiisii ve aktif bir mitokondriden yoksundurlar [11,38]. Glikozun hemen hemen tamami
glikolizde kullanilir ve neredeyse tamamu laktik asit olusumu i¢in metabolize edilir [11,39]. P.
falciparum sadece bir mitokondriye sahiptir, fakat heniiz mitokondrinin metabolik rolii tam
olarak aciklanmamustir. P. falciparum ile infekte edilmis eritrositler, infekte olmamis
eritrositlerden yaklasik olarak 100 kat fazla glikoz kullanirlar [10]. Bu verilerin, anti-glikolitik
inhibitér kokenli antimalariallarin ortaya c¢ikarilmasi yoniinde yapilacak caligmalara katki

saglayabilecegi tahmin edilmektedir.

Pf LDH, amino asit dizisi bilinen diger tiirlerin LDH’lar1 ile karsilagtirilmis ve Bacillus
stearothermophylus LDH’1 ile %29, kopek baligt LDH’1 ile %29, insan Ms-LDH’1 ile %31,
domuz LDH’1 ile %33, insan H;-LDH’1 ile %29 oraninda amino asit diizeyinde benzerlik
gorildiigii belirlenmistir. Bu karsilastirmalar yapilirken gozlenen en onemli farklilik P.
falciparum™un LDH enziminde, insan LDH enziminden farkl olarak aktif bolgede Serin-108 ve
Arjinin-109 amino asitleri arasinda ilave 5 amino asidin (aspartik asit, lisin, glutamik asit,
triptofan ve asparajin) var olmasidir [16,36]. Yapilan X 1511 kristallografi caligmalari; bu 5 aa
ilavesinin enzim ylizeyinde bir yarik olusturdugunu, insan LDH’1nda ise ayn1 bolgede ilave 5 aa
bulunmadigi i¢gin s6z konusu bir yarigi olusmadigini gostermistir [18]. Bu bolge, cesitli enzim
inhibitorlerine yer saglayacak bir potansiyele sahip oldugu igin yeni antimalarial ilag
tasariminda hedef olarak segilmistir [40]. P. falciparum LDH enzimini kodlayan genin
klonlanmasindan sonra P. vivax Belem soyu (Fransa) genomik DNA’sindan LDH enzimini

kodlayan gen izole edilmis, klonlanmis ve niikleotid dizisi belirlenmistir [19].

P. falciparum ve P. vivax LDH genlerinin niikleotid dizileri karsilastirildigi zaman Pf
LDH ve Pv LDH genlerinin niikleotid dizileri arasinda %90 oraninda bir benzerlik oldugu

belirtilmektedir. Bu benzerlige dayanarak; Pv LDH geninde de, P/ LDH geninde oldugu gibi



aktif bolgede ilave 5 amino asidin bulundugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda PfLDH enziminin
yapisal ve kinetik Ozellikleri {izerinde yapilan ¢alismalarin, PvLDH enzimi {izerinde de
yapilabilecegi ve benzer sonuglar alinacagi timit edilmektedir [5]. Son yapilan bir ¢alisma bu
fikri desteklemistir. PvLDH proteininin X-151n1 kristallografisi ile yap1 analizi ve bazi kinetik
analizleri yapilmis ve bu yapt esdegeri olan P.falciparum’un proteininin yapist ile
kargilagtirilmigtir [5]. Her iki enzimin de aktif bolgeleri ve kofaktdr baglanma ceplerinin son
derece benzer oldugu ve Pf LDH’da bulunan ilave 5 amino asidin, PvLDH’da da enzim
ylizeyinde bir yarik olusturdugu gozlemlenmistir [5]. Yiiksek orandaki bu benzerlikler
dolayisiyla genel olarak gelistirilecek olan bir inhibitdr ile her iki enzimin de engellenmesinin
miimkiin olacagi fikrini kuvvetlendirmistir. Buradan yola c¢ikarak bu tez caligmasinda Pv
LDH’in aktif bolge halkasindaki ilave 5 amino asidin kisalmasi ile meydana gelen yapisal

degisiklige proteinin ne kadar toleransli oldugunun arastirilmasi: amaglanmustir.



2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan 7ag DNA Polimeraz enzimi, tampon ¢ozelti
ve MgClI, soliisyonu Promega’dan, USA; Pfit Turbo DNA Polimeraz enzimi ve tampon ¢ozelti
Stratagene’den, USA; DNA’nin kesilmesi igin kullanilan EcoRI ve Pstl restriksiyon enzimleri
ve tampon ¢ozeltileri, ligasyon icin kullanilan T4 DNA Ligaz enzimi ve tampon ¢ozeltisi
Promega’dan, USA; plazmid DNA izolasyonunda kullanilan QlAprep Spin Miniprep Kit, PCR
triinlerinin jelde kosturulduktan sonra saflagtirilmasinda kullanilan QlAquick Gel Extraction
Kit QIAGEN’ den, Almanya, temin edilmistir. Agaroz jel elektroforezi sirasinda DNA
bantlarinin molekiil agirliklart ve konsantrasyonunun tayininde kullanilan Hyper Ladder 1
Bioline’dan, USA; Lambda DNA Hind III Digest Amersham Pharmacia Biotech’den, USA;
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi sirasinda protein bantlarmin molekiil
agirliklarinin belirlenmesinde kullanilan SDS 7B Sigma’dan, USA; Low Molecular Weight
(LMW) Kalibrasyon Kit Amersham Pharmacia Biotech’den, USA, temin edilmistir.

Western Blot asamasinda kullanilan primer antikor, yabani tip P/ LDH proteini ile
hazirlanan emiilsiyonun Yeni Zelanda beyaz tavsanlarina enjeksiyonu ile elde edilmis [17]

sekonder antikor Goat Anti-Rabbit 1gG ise Bio-Rad’dan, UK, ticari olarak temin edilmistir.

Deneysel calismalarda kullanilan diger biitiin kimyasallar BDI-1, Sigma, Bio-Rad ve

Merck’ten saglanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerler MWG-Biotech, Almanya ve

fontek tarafindan sentezlenmistir [41].

2.1.1. EkspresyonVektorii

pKK?223-3: Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Sweden
2.1.2. Escherichia coli Soylari

JM105 : { supE endA sbcB15 hsdr4 rpsL thidl (lac-proAB)
F’ [traD36 proAB* lacl’ lacZ AM 15] }

DHSa : { supE44 AlacU69 (@80 lacZ AM 15) hsdR 17 recA 1 endA 1 gyrA96 thi- 1 re/A1l }
(sadece D delesyonunda kullanildi)
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2.1.3. Bakteriyolojik Gelisim I¢in Besiyerleri ve Soliisyonlar
Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Buyyon

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

Cift Kuvvetli Yeast-Tripton (2xYT) Agar

Maya Ekstraktt 10 g/l

Tripton 16 g/l

NaCl 5¢g/1

Agar 15 g/l

Minimal Agar

2x Minimal Tuzlar 500 ml/1
% 3,3 Agar 500 ml/1
% 20 Glukoz 10 ml/l
% 20 MgS0,.7H,0 1 ml/l

% 0,1 Tiamin hidrokloriir 0,5 ml/I

2x Minimal Tuzlar

O\IH4)ZSO4 2 g/l

Sodyum Sitrat 1 gl

Amfisilin

100 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir ( Filtre ile stcrilize edilir).
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2.1.4. Stok Soliisyonlar ve Tamponlar
50x TAE Tampon Cozeltisi (Tris-Asetat-EDTA)

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

dH,O0 ile Ix TAE’ye seyreltilerek ¢aligma soliisyonu hazirlanir.

Agaroz Jel I¢in SAB (Sample Amplification Buffer)

Siikroz 4 g/10ml
2 M Tris HCI 0,5 ml/10 ml
0,5 M EDTA 2 ml/10 ml

Bromfenol mavisi 4 mg/10 ml

Kfristal Viyole (CV) Soliisyonu

dH,O0 ile 5 mg/ml stok soliisyonu hazirlanir. Karanlik bir ortamda saklanir.

SAB+CV

Gliserol 50 ml/ml
Kristal viyole 2 pg/ml
CaCl; Soliisyonu

100 mM CaCl,.6H,0 219 g/l
5 mM MgClI,.6H,0 1,02 g/1

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

Bis-Tris Soliisyonu

0,02 M Bis-Tris 4,184 g/l
0,05 M KCI 3,725 g/1
pH: 6.0
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SDS-PAGE i¢in SAB (Sample Amplification Buffer)

% 10 SDS

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

% 25 2-Merkaptoetanol

% 0,05 Bromfenol mavisi

5x Tank Tamponu

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

1 g/10 ml

0.6 g/10 ml
0,5 ml/10 ml
0,25 ml/10 ml
0,005 g/10 ml

dH,0 ile 1 x’e seyreltilerek ¢alisma soliisyonu hazirlanir ve 5 defa ayni tampon kullanilabilir.

Protein Boyama Soliisyonu

% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi

% 40 Metanol
% 10 Glasiyel Asetik Asit

Boya Uzaklastirici (Destaining) Soliisyon

% 5 Metanol
% 7 Asetik Asit

Transfer Tamponu

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

0,I5M NaClI 900 m1/1
0,1 M Na,HPO, (pH: 7.4) 100 m1/1

PBS Tween 20

PBS 1000 m1
Tween 20 2 ml

% 5’lik Siit tozu

Yagsiz siit tozu 5¢g

PBS Tween 20 100 mI’ye tamamlanir.

2.1.5. Primerler

PvLDH enzimini kodlayan genin amplifikasyonu ve aktif bolgedeki ilave 5 amino asidin
yonlendirilmis mutagenez caligmalariyla delesyonu icin asagida verilen spesifik primerler

kullanilmastir.

pKK N-terminal:5’ CGA CAT CAT AAC GGT TCT GG 3’

pKK C-terminal: 5° GTA TCA GGC TGA AAA TCT TC 3°

Pv7: 5 GCC GAC CCG GAA TTG ATG ACG CCG AAA ATT GTG 3’ EcoRI

Pv13: 5" TTT TCT GCA GTT AAA TGA GCG CCT TCA TCC TTT TAG TCT CC 3’ Pst 1

D-1: 5° CCA GGA AAG AGT AAA GAATGG AATAG ¥

D-2: 57 CTATTC CAT TCT TTA CTC TTT CCT GG 3’

K-1: 5° CCA GGA AAG AGT GAA TGG AAT AGAG 3’

K-2: 5 CTC TAT TCC ATT CACTCT TTC CTG G 3°

E-1: 5" CCA GGA AAG AGT TGG AAT AGA GATG 3’

E-2: 5" CAT CTC TAT TCC AACTCT TTC CTG G 3’
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W-1: 5" CCA GGA AAG AGT AAT AGA GAT GATTTATTAC 3’
W-2: 5" GTA ATA AAT CAT CTC TAT TACTCT TTCCTG G ¥’
N-1: 5" CCA GGA AAG AGT AGA GAT GATTTATTACC ¥

N-2: 5" GGT AAT AAA TCA TCT CTA CTC TTT CCT GG 3’

2.1.6. DNA Ornegi

Bu tez calismasinda, Plasmodium vivax’im Belem soyundan klonlanan laktat
dehidrogenaz enzimini kodlayan geni tasiyan DNA 0Ornegi yapilan biitiin yonlendirilmis

mutagenez ¢alismalarinda kalip olarak kullanilmigtir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 PvLDH enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi verilmistir.

ATGACGCCGAAACCCAAAATTGTGCTCGTCGGGTCGGGCATGATCGGAGGCGTGATGGCC

1 -~ ———————— o —_— Fo——_— o —_—_ o —_—_ Fo——_ + 60

TACTGCGGCTTTGGGTTTTAACACGAGCAGCCCAGCCCGTACTAGCCTCCGCACTACCGG

ACGCTGATTGTGCAGAAGAACCTGGGGGACGTAGTGATGTTTGACGTAGTGAAAAACATG
61 ————————— o o o o o + 120
TGCGACTAACACGTCTTCTTGGACCCCCTGCATCACTACAAACTGCATCACTTTTTGTAC

CCCCAAGGAAAGGCACTAGATACGTCTCACTCGAATGTGATGGCTTATTCCAATTGCAAG
121 ———mmmmeo tommmmmmee tommmmmmee oo tommmmmmee tommmmmmo + 180
GGGGTTCCTTTCCGTGATCTATGCAGAGTGAGCTTACACTACCGAATAAGGTTAACGTTC

GTGACTGGCTCGAACTCGTATGATGACTTGAAGGGAGCCGACGTGGTGATCGTCACTGCG
181 ————————o S oo tmmmm e tmmmmmme tmmmmmme + 240
CACTGACCGAGCTTGAGCATACTACTGAACTTCCCTCGGCTGCACCACTAGCAGTGACGC

GGATTTACTAAAGCACCAGGAAAGAGCGACAAGGAATGGAACCGAGATGATTTACTCCCC
241 ————————- e e e o e + 300
CCTAAATGATTTCGTGGTCCTTTCTCGCTGITCCTTACCTTGECTCTACTAAATGAGGGG
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301

361

421

481

541

601

661

721

781

TTGAATAACAAAATTATGATTGAGATTGGGGGACATATTAAGAACCTTTGCCCCAATGCC

————————— ¢

AACTTATTGTTTTAATACTAACTCTAACCCCCTGTATAATTCTTGGAAACGGGGTTACGG

TTTATCATTGTGGTGACGAACCCAGTGGACGTGATGGTGCAGTTACTCTTCGAGCATTCC

--------- s &

AAATAGTAACACCACTGCTTGGGTCACCTGCACTACCACGTCAATGAGAAGCTCGTAAGG

GGAGTCCCAAAAAATAAAATCATCGGATTAGGTGGTGTGCTAGATACATCTAGACTGAAA

————————— ¢

CCTCAGGGTTTTTTATTTTAGTAGCCTAATCCACCACACGATCTATGTAGATCTGACTTT

TATTACATATCGCAGAAGTTGAACGTCTGCCCGAGAGATGTTAATGCACTCATTGTCGGT

--------- s &
ATAATGTATAGCGTCTTCAACTTGCAGACGGGCTCTCTACAATTACGTGAGTAACAGCCA
GCACATGGGAACAAGATGGTTCTCCTGAAAAGGTACATCACAGTTGGAGGTATCCCATTG

--------- s &

CGTGTACCCTTGTTCTACCAAGAGGACTTTTCCATGTAGTGTCAACCTCCATAGGGTAAC

CAAGAATTTATTAATAACAAAAAGATTACAGATGAAGAAGTGGAAGGCATATTTGATCGC

————————— '

GTTCTTAAATAATTATTGTTTTTCTAATGTCTACTTCTTCACCTTCCGTATAAACTAGCG

ACTGTCAACACTGCTTTGGAGATTGTGAACCTCCTTGCCTCTCCTTATGTTGCCCCAGCT

--------- s &

TGACAGTTGTGACGAAACCTCTAACACTTGGAGGAACGGAGAGGAATACAACGGGGTCGA

GCTGCCATCATCGAAATGGCCGAATCTTATTTGAAGGATATAAAGAAAGTGCTTGTTTGT

————————— o

CGACGGTAGTAGCTTTACCGGCTTAGAATAAACTTCCTATATTTCTTTCACGAACAAACA

TCCACTCTACTAGAGGGACAATACGGCCACAGCAACATCTTTGGTGGTACTCCTCTCGTT

————————— o ¢

AGGTGAGATGATCTCCCTGTTATGCCGGTGTCGTTGTAGAAACCACCATGAGGAGAGCAA
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ATCGGGGGCACCGGAGTTGAGCAAGTCATCGAGTTGCAGCTGAATGCCGAGGAGAAGACC

TAGCCCCCGTGGCCTCAACTCGTTCAGTAGCTCAACGTCGACTTACGGCTCCTCTTCTGG

AAGTTCGACGAGGCAGTTGCGGAGACTAAAAGGATGAAGGCGCTCATTTAA
901 -———————- S S S S +- 951
TTCAAGCTGCTCCGTCAACGCCTCTGATTTTCCTACTTCCGCGAGTAAATT

2.2. Metod
2.2.1. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA igeren E. coli bakteri soyu 100 pg/ml amfisilin igeren ¢ift kuvvetli 2x YT
agar besiyerinde gelistirilir. Secilen kolonilerden bir tanesi steril bir kiirdan yardimiyla 100
pg/ml amfisilin igeren 5 ml 2x YT buyyona aktarilir ve bir gece 37°C’de inkiibe edilir. 1,4 ml
bir gecelik kiiltiir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tlipline alinir ve DNA QIAprep®Miniprep Kkiti,
QIAGEN, kullanilarak izole edilir [42].

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Yonlendirilmis Mutagenez

Yonlendirilmis mutagenez, PCR metodu kullanilarak iki asamada gerceklestirilmistir.
[k olarak PvLDH’1n mutasyona ugratilacak bédlgeleri ile cakisan iki mutant DNA fragmenti (A
ve B fragmentleri) elde edilmistir. Bunun i¢in PvLDH DNA’sinin zincirlerine komplementer Pv
Ive Pv 2 ug primerleri (pKK N-terminal ve pKK C-terminal primerleri de kulanilabilir) ile

uygun mutagenez primerleri olmak {izere 4 primer kullanilmistir. PCR sartlar1 agagidaki gibidir:

10x PfuTamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir.)

dNTP’ler Sul (stok; herbiri 10mM olan dNTP’lerden 10’ar ul ve 10 ul dH,0)
5’ Primeri 2,5 ul (stok; 20 pmol/pl)

3’ Primeri 2.5 ul (stok; 20 pmol/pl)

Kalip DNA 1l

Pfit DNA Polimeraz 1 pl (stok ; 2,5 u/ul)

Steril dH,O 33 pl (son hacim 50 pl olacak sekilde)
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Amplifikasyon 94°C’de 1,5 dakika, 58°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 20 dongii

olarak gergeklestirilmigtir.

Ikinci asama olarak %I’lik agaroz jelden saflastirilan mutant DNA’nin A ve B
fragmentlerini birlestirmek icin PCR yapilmistir. Konsantrasyonlari esas alinarak belirlenen
miktarlarda kullanilan A ve B fragmentleri ile son hacim 25 ul olacak sekilde gergeklestirilen
PCR’1n reaksiyon sartlar1 94°C’de 2 dakika, 50°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 7 dongii
olarak gerceklestirilmistir. Bundan sonra ug¢ primerlerin (Pv7 ve Pvi3) ve diger PCR
bilesenlerinin ilavesi ile reaksiyon 50 ul’ye tamamlanmig ve 94°C’de 1.5 dakika, 55°C’de 1

dakika, 72°C’de 2,5 dakika ve 20 dongii olarak yapilmistir.
2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi BIO-RAD Sub-Cell®GT horizontal jel elektroforez sistemi ile
gergeklestirilmis ve amaca uygun olarak iki farkli sekilde boyanmis olan jel elektroforezi

yapilmustir.
2.2.3.1. Etidyum Bromiir ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Preparatif amagli elektroforez ¢alismalarinda etidyum bromiir ile boyanan agaroz jel
kullanilmistir. Bunun i¢in; %1 agaroz igeren Ix TAE tampon ¢6zeltisi hazirlanip kaynatilir. Oda
sicakliginda 55-65°C’ye kadar sogutulur. Bu esnada jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir. Jeli
tepsiye dokmeden once son konsantrasyon 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave
edilir. Jel tepsiye dokiiliir, uygun taraklar yerine yerlestirilir ve katilagmasi beklenir.
Katilastiktan sonra tarak ¢ikarilir. Jel iizerindeki kuyucuklara yerlestirilecek olan DNA
orneklerine 2 pl SAB ilave edilir. Elektroforez rutin agaroz jeller i¢in 40-60 mA, diisiik erime
noktali agaroz jeller i¢cin 30-40 mA’de bromfenol mavisi yaklasik olarak jelin 2/3’iine
ulasincaya kadar yiiriitiiliir. Jel ortaminda, DNA’lar molekiiler agirliklarina bagl olarak bir
aymrma tabi tutulurlar. Elektroforez sonrasi DNA bantlari, 254-312 nm dalga boyunda UV
(ultraviyole) transilluminatoriinde goriintiilenir. Etidyum bromiir DNA’ya baglanarak UV 151k
altinda flouresan etki gostermektedir. Bu sayede ¢ok diisikk miktarlardaki DNA’nin bile

varligimi belirlemek miimkiin olmaktadir [43].
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2.2.3.2. Kristal Viyole ile Boyanan Agaroz Jel Elektroforezi

Biitiin preparatif amagli elektroforez ¢aligmalarinda kristal viyole ile boyanan agaroz
jel kullanilmigtir. Bunun igin; %1 agaroz igeren Ix TAE tampon ¢6zeltisi hazirlanip kaynatilir.
Oda sicakliginda 55-65°C"ye kadar sogutulur. Bu esnada jelin dokiilecegi jel tepsisi hazirlanir.
Jeli tepsiye dokmeden once son konsantrasyon 2 pg/ml olacak sekilde kristal viyole ilave edilir.
Jel tepsiye dokiiliir, taraklar yerine yerlestirilir ve katilagmasi beklenir. Katilagtiktan sonra tarak
cikarilir. Jel lizerindeki kuyucuklara yerlestirilecek olan DNA 6rneklerine SAB+CV boyasindan
2ul ilave edilir. Elektroforez 2 pg/ml kristal viyole igeren Ix TAE tampon ¢ozeltisi ile 40-60
mA’da gerceklestirilir. Elektroforez siiresince DNA bantlarinin ayirimi izlenir. Bantlar jelin
2/3’tini ilerleyinceye kadar elektroforez islemine devam edilir. DNA bantlar1 beyaz 151k

kutusunda goriintiilenir [44].

2.2.4. DNA’nin Jelden Geri Kazanilmasi

Elektroforez sonrasi jelden dilimler halinde kesilen spesifik DNA bantlar1 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tlipli igerisine birakilir ve DNA, QlAquick jel ekstraksiyon kiti, QIAGEN,
kullanilarak saflastirilir [45].

2.2.5. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi (Digest)

DNA ornekleri ve ekspresyon vektori pKK223-3, EcoRl ve Pstl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesilerek birlestirmeye hazir yapiskan ucglar olusturulmustur.

Reaksiyon sartlar agagidaki gibidir:

PvLDH pKK223-3
DNA 30 ul Sug
10xTampon H (enzim ile beraber verilmistir) 4 pl 1 ul /10 pl (reaksiyon igin)
EcoRI1 (12u/pl) 2 ul 2 ul
Pst1 (10u/pl) 2 ul 2 ul
Steril dH20 2 ul X pul (10 pl olacak sekilde)

Reaksiyon 37°C’de thermal cyclerda 1,5 saat olarak gerceklestirilir. Daha sonra DNA
ornekleri kristal viyole ile boyali jelde yiiriitiiliir ve QlAquick jel ekstraksiyon kiti, QIAGEN,
kullanilarak jelden saflastirilir [45].
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2.2.6. Klonlanacak Olan DNA ve Vektor DNA’sinin Birlestirilmesi (Ligasyon)

DNA o&rnekleri, EcoR1 ve Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildikten sonra
orneklerin konsantrasyonu dikkate alinarak ¢esitli insert:vektor oranlari ile ligasyon yapilmustir.

Ligasyon reaksiyonlar1 ve bilesenleri asagida verilmistir:

1:1 oram 3:1 oram 1:3 oram
10x Ligasyon Tamponu 1 ul 1 ul 1 ul
Insert 100 ng 300 ng 100 ng
Vektor 100 ng 100 ng 300 ng
T4 DNA Ligaz (3 u/ul) 1 ul 1 ul 1 ul
Steril dH,O Xl Xl Xl
Toplam 10 ul 10 pl 10 ul

Ligasyon reaksiyonu, drnekler 4 °C’de bir gece bekletilerek gergeklestirilir.
2.2.7. Kalsiyum Kloriir Etkilesimi ile Kompetant E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli hiicreleri 2x YT agarda 37°C’de bir gece inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi tek
bir koloni steril bir kiirdan yardimi ile alinir, 5 mI 2x YT buyyon igerisine atilir ve 37°C’de 100
rpm’de c¢alkalamali etliivde bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik kiiltirden 500 pl alinarak 250
ml’lik erlendeki 50 mlI 2x YT buyyona inokiile edilir. ODssy’deki hiicre yogunlugu 0,3-0,4
arasinda bir degere ulasincaya kadar inkiibe edilir. Kiiltiir belirtilen yogunluga ulasinca iki
falkon tiipiine boliiniir. 25 ml’lik kiiltiiriin her biri 5.000 rpm’de 5 dakika boyunca 4°C’de
santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriiliir. Stipernatant (listte kalan siv1 faz) dokiiliir. Pelet (altta kalan
cokelti) lizerine 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.
Stipernatant dokiiliir. Pelete 1 ml CaCl, soliisyonu ilave edilir. 1,5-2 saat buz igerisinde
bekletilen hiicreler ya hemen transformasyonda kullanilir ya da daha sonra kullanilmak iizere

s1v1 nitrojen igerisinde gliserol stogu hazirlanarak -70°C’de saklanir [43].
2.2.8. Transformasyon

Ligasyonu yapilmig drnegin iizerine hazirlanan kompetant hiicreden 200 ul ilave edilir
ve karigtirilir. 30 dakika buzda bekletilir. Daha sonra 42°C’deki su hanyosunda 90 saniye
stireyle sicak soku uygulanir (Bu asamada tiipler kesinlikle sarsilmamalidir). Hemen 300 pl 2x

YT buyyon ilave edilir. Cok iyi bir sekilde karistirilir. 30 dakika 37°C’de gerceklestirilen
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inkiibasyon sonrasi 100 pl /ml amfisilin iceren 2x YT agar besiyeri igeren petrilere ekim yapilir

[43].

2.2.9. Koloni PCR

Alt klonlama sonrasi besiyeri iizerinde gelisen kolonilere iki ayr1 steril kiirdan yardimi
ile dokunulur. Kiirdanlardan birisi 100 pl/ml amfisilin igeren 2x YT buyyon igerisine atilir.
Buyyon, 37°C’de inkiibasyona birakilir. Diger kiirdan koloni PCR’1 gerceklestirmek iizere
igerisinde 50 p1 steril dH,0 bulunan bir mikrosantrifiij tiipli icerisine aktarilir. Koloni kalintisi
kiirdandan tamamen ayrilincaya kadar kiirdan su igerisinde karistirilir. Daha sonra 6rmek 10
dakika kaynatilir, 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi iistte kalan

stipernatantin 10 pl’si kalip olarak kullanilarak asagida sartlar1 verilen reaksiyon

gerceklestirilir:

Tag tamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir)

MgCl, 3 ul (stok; 25 mM)

dNTP’ler 5 pl (stok; herbiri 10mM olan dNTP’lerden 10’ar pul ve 10 p1 dH,O)
Pv7 primeri 2,5 pl (stok; 20 pmol/pul)

Pvi3 primeri 2,5 ul (stok; 20 pmol/pul)

Kalip DNA 10 pnl

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

dH20 21,5 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 25 dongii

olarak gergeklestirilir.

Koloni PCR’dan pozitif sonug alinmasi durumunda inkiibasyona birakilan kiiltiirden

stok kiiltiir hazirlanir.
2.2.10. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, B10-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilarak

yapilmistir. Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan jel asagidaki gibi hazirlanmigtir (46).
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Ayirma jeli (% 12)

dH,0O

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

% 30 Akrilamid/ Bis

% 10 Amonyum persiilfat
% 10 TEMED

Yiikleme jeli (% 4)

dH20

0.5 M Tris HCI (pH:6.8)
%10 SDS

%30 Akrilamid/ Bis

% 10 Amonyum persiilfat
% 10 TEMED

Ornekler jele yiiklenmeden 6nce esit miktarda SDS-PAGE SAB boyasi ilave edilerek 5
dakika kaynatilir. Elektroforez i¢in Ix Tank 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 goriiniir hale gelinceye kadar boya uzaklastirici
(Destaining) soliisyon ile yikanir. Jeller, fotograflar1 alindiktan sonra jel kurutma sistemi ile

kurutularak saklanir.

SDS-PAGE metodu, ayn1 zamanda hiicre ekstraktlarinin genel analizini yapmak igin
kullanilmistir. Bunun igin 500 p1 hiicre kiiltiirti 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek pelet
50 pl dH,0 ile ¢oziiliir. Esit hacimde SDS-PAGE SAB boyasinin ilavesinden sonra 5 dakika

kaynatilir ve elektroforez iglemi yapilir [46].
2.2.11. Western Blot ile Mutant PvLDH Proteinlerinin Belirlenmesi

Blotlama 6ncesinde SDS-PAGE ile proteinlerin jelden ayrilmasi saglanir. Immobilon-P
transfer membran1 (Millipore) jel hiiyiikliigiinde kesilir. Filtre kagitlari ile birlikte 1 saat transfer
tamponu igerisinde bekletilir. Elektroforez sonrasinda jel 15 dakika transfer tamponu igerisinde
bekletilir. Western blota 6zgii kasetin kapagi acilir. Alt tarafa filtre kagidi ve onun {izerine jel

yerlestirilir. Hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek membran ve tekrar bir filtre kagidi
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yerlestirilir. 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 karstiric1 {izerinde gergeklestirilerek 1sinin dagilmasi
saglanir. Blotlama sonrast membran, PBS Tween 20°de 10 dakika yikanir. % 5°lik yagsiz siit
tozu igerisinde 4°Cde bir gece bloklama yapilir. Bloklamadan sonra PBS Tween 20’de 10
dakika yikanir. % 5°lik siit tozu ile 1/1.000 oraninda seyreltilmis primer antikor ilave edilir. Oda
sicakliginda 1 saat bekletilir. 10 dakika PBS Tween 20’de yikama islemi 3 defa tekrar edilir. %
5°1ik siit tozu ile 1/12.000 oraninda seyreltilmis sekonder antikor ilave edilir. Oda sicakliginda 1
saat bekletilir. Yine ayn1 sekilde 10 dakika PBS Tween 20°de yikama iglemi 3 defa tekrar edilir.
Yikama sonrasinda 60 mg 3,3’- Diaminobenzidin (DAB), 100 mI PBS, 100 pu1 H,0, igerisinde
bantlar belirinceye kadar bekletilir. Daha sonra dH,O igerisine alinarak reaksiyon durdurulur

[43].
2.2.12. Mutant Laktat Dehidrogenaz Enzimlerinin Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

Mutant PvLDH genini igeren E. coli hiicreleri 100 pg/ml amfisilin iceren 2x YT buyyon
igerisinde 37°C’de 100 rpm’de bir gece inkiibe edilir. Bir gecelik kiiltliriin 500 pl’si 100 pg/ml
amfisilin iceren 50 ml 2x YT buyyon igerisine inokiile edilir ve 37°C’de 100 rpm’de ODgq :
0,6’ya ulasincaya kadar inkiibe edilir. 0,5 mM IPTG (Isopropil-B-D-thiogaltopiranosid)
ilavesinden sonra belirli araliklarla (time O, 1. saat, 2. saat, 3. saat, 5. saat, bir gecelik) kiiltiir

ornekleri alinir.

1 ml kiiltiir 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. Pelet 500 pl, 50 mM TEA, pH:7.5
igerisinde ¢oziliir. Hiicreler, sonikator (Bandelin Sonopuls, Almanya) ile gii¢ 2’de iki defa 10
saniye parcalanir. 5 dakika buz igerisinde bekletilir. 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant LDH aktivitesinin dl¢limil igin temiz bir tiipe alinir [47].

Mutant PvLDH enzimlerinin aktivitelerinin Slgiilmesi. UNICAM (JV-Visible
spektrofotometre kullanilarak NADH 1n NAD" ‘a cevrilmesi ile 340 nm’deki (A Asg/dakika)
absorbans degisim orani takip edilerek yapilir. Biitiin reaksiyonlar 50 mM KCI igeren 20 mM
Bis-Tris soliisyonu, pH:6.0 ile 25°C’de gerceklestirilir. Reaksiyon i¢in 500 mM piirivat ve 50
mM NADH kullanilir. 1 mI’lik kiivete enzim ve NADH soliisyonlar1 birakilir ve en son piirivat
ilavesi ile reaksiyon baslatilir. Aktivite, 10 mM ve 1 mM piirivat konsantrasyonlarinda 6l¢iiliir

[47], LDH aktivitesinin 6lglilmesi 3 defa tekrar edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu projenin amaci, PvLDH’in aktif bolgesini analiz etmektir. Diger Plasmodium
tirlerinde oldugu gibi PvLDH’m aktif bolge halkasinda fazladan 5 amino asidin varligi
gozlenmistir. Bundan dolay1r bu c¢alisma yeni antimalarial ilaglar ve ortak ila¢ tasarimi igin

potansiyel yeni bir hedeftir [10].

Bu tez calismasinda, PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki ilave 5 amino asidin delesyonu
5 asamada gerceklestirilmistir. Her agamada, gen bir onceki asamaya gore bir amino asit

kisaltilmigtir. Elde edilen mutant proteinler Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1: PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki ilave 5 amino asidin delesyonunun gosterilmesi (104.

amino asit tanimlanmamustir).

98 108 109
PVIDH AGFTKA-PGKSDKEWNR

PvD AGFTKA-PGKS- KEWNR
PvK AGFTKA-PGKS- - EWNR
PvE AGFTKA-PGKS- --WNR
PyvW AGFTKA-PGKS- --- NR
PvN AGFTKA-PGKS- --- -R

3.1. PVLDH’in Aktif Bolge Halkasindaki Aspartik Asit;;sa Amino Asidinin

Delesyonu

PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki 5 amino asid, serin-108 ile arjinin-109 arasinda olup
birinci amino asid aspartik asittir (Djogs). 11k asamada yonlendirilmis mutagenez ile bu amino
asid tek basma PvLDH amino asid dizisinden g¢ikarilmistir. Elde edilen Djoga amino asidi

delesyona ugramis olan PvLDH geni, Pv DLDH geni olarak ifade edilmistir.
3.1.1. Pv DLDH A ve B Fragmentlerinin Elde Edilmesi

[k olarak PvLDH’1n iki mutant DNA fragmentleri elde edilmis ve bunlar PvDLDH A
fragmenti ve PvDLDH B fragmenti olarak adlandirilmistir. PCR’da Pv 7 ve Pv 13 primerleri
kullanilmistir ve agagidaki sartlarda PCR gerceklestirilmistir:

PvDLDH A Framenti

10x Pfu Tamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir)
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dNTP’ler

Pv7

D-2

PvLDH DNA

Pfit DNA Polimeraz
Steril dH,O

Pv DLDH B Framenti

10x Pfu Tamponu
dNTP’ler

Pv 13

D-1

PvLDH DNA

Pfit DNA Polimeraz
Steril dH,O

5 pl (stok; herbiri 10mM olan dNTP’lerden 10’ar ul ve 10 pl dH,0)
2,5 ul (stok; 20 pmol/ul )

2,5 ul (stok; 20 pmol/ul )

1,5 ul

0,5 ul (stok ; 2,5 u/ul)

33 ul (son hacim 50 pl olacak sekilde)

5 pl (enzim ile beraber verilmistir)

5 ul (stok; herbiri 10mM olan dNTP’lerden 10’ar pl ve 10 pl dH,0)
2,5 ul (stok; 20 pmol/ul )

2,5 pl (stok; 20 pmol/pl )

1,5 ul

0,5 ul (stok ; 2,5 u/ul)

33 pl (son hacim 50 pl olacak sekilde)

Amplifikasyon 94°C’de 1.5 dakika, 58°C’de 2 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 20 dongii
olarak ger¢eklestirilmistir. Elde edilen PvDLDH A ve B fragmentleri %l!’lik agaroz jelde
yiritilmistiir. PP"DLDH A fragmenti i¢in 281 baz cifti (bp), PPDLDH B fragmenti i¢in 693 bp

uzunlugunda DNA bantlar1 olusmasi beklenmis ve dogru biiyiikliikte bantlar gézlenmistir (Sekil

3.1).

400
800

Sekil 3.1 PvDLDH A ve B fragmentlerinin elde edilmesi. Hatlar:

(1) Marker (Hyper Ladder 1);

(2) Pv DLDH A Fragmenti; (3)

Lambda Marker; (4) Pv DLDH B Fragmenti.
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3.1.2. Pv DLDH Geninin Tam Uzunlugunun Elde Edilmesi

Agaroz jelden saflagtirilan Pv DLDH A ve B fragmentleri PvLDH geninin iki
parcasidir. iki fragment birlestirilerek Pv DLDH geninin tam uzunlugunun elde edilmesi
amaclanmigtir. Pv DLDH ‘in A ve B fragmentlerini birlestirmek i¢in iki basamakli PCR
yapilmistir. PCR sartlar1 asagida verilmistir.

PCR Basamak I
10x Pfu Tamponu 2,5 ul (enzim ile beraber verilmistir)
dNTP’ler 2,5 ul (stok; herbiri 10mM olan dNTP’lerden 10’ar pl ve 10 ul dH,O)

PvDLDH A fragmenti 2 pl 5-50 ng

PvDLDH B fragmenti 2 pl  5-50 ng

Pfi1 DNA Polimeraz 0,5 ul (stok ; 2,5 u/ul)
Steril dH,O 15,5 pul (son hacim 25 pl)

Reaksiyon 94°C’de 2 dakika, 50°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika ve 7 dongii olarak
gerceklestirilmistir.

Basamak I’in tamamlanmasindan sonra asagida verilen Basamak II bilesenleri PCR

tiiplerine ilave edilerek reaksiyon asagida verilen sekilde gerceklestirilmistir:

PCR Basamak 11

10x Pfu Tamponu 2,5 pul (enzim ile beraber verilmistir)

dNTP’ler 2,5 ul (stok; herbiri 10mM olan dNTP’lerden 10’ar pl ve 10 ul dH,O)
Pv7 2,5 ul (stok; 20 pmol/ul )

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

Pfi1 DNA Polimeraz 0,5 pl (stok ; 2,5 u/pl)

Steril dH,O 14,5 wl (son hacim 25 pl )

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

dongii olarak gergeklestirilmistir.
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2 agamali olarak gerceklestirilen PCR sonucunda PvLDH geninin tam uzunlukta
amplifikasyonu gergeklestirilmistir. PCR ile elde edilen PvDLDH geni %1°lik agaroz jelde
yiirtitilmistiir (Sekil 3.2).

1 kb

Sekil 3.2. PvLDH geninin tam uzunlugunun elde edilmesi.
Hatlar: (1) Marker (Hyper Ladder 1); (2) Pv DLDHI geni; (3)
Lambda Marker; (4) PvDLDH?2 geni.

3.1.3. Pv DLDH Geninin ve pKK223-3 Vektoriiniin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri

ile Kesilmesi

PCR sonrasi elde edilen PvDLDH geni Eco RI ve Pst 1 restriksiyon endoniikleaz
enzimlerinin (RE) kesim bolgelerini iceren Pv 7 ve Pv 13 primerleri ile amplifiye edildigi i¢in
genin bas ve son kismi bu enzimlerin kesim bdlgelerini tagimaktadir. Bu nedenle Pv DLDH
DNA oOrnekleri ve ayni zamanda genin aktarilacagi pKK223-3 vektorii Eco RI ve Pst 1
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis ve yapiskan uglar olusturularak ligasyona hazir

duruma getirilmistir.

3.1.4. Pv DLDH Geninin pKK223-3 Vektoriine Aktarilmasi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilan kesim sonrasinda PvDLDH
genini DNA ligaz yardimi ile pKK?223-3 vektoriine aktarmak i¢in ligasyon reaksiyonu Bolim
2.2.6’da anlatildig1 gibi yapilmustir.

3.1.5. Rekombinant DNA’nin JM 105 Hiicrelerine Transformasyonu

Ligasyon sonrasi elde edilen rekombinant DNA (pKK223-3 vektorii -Pv DLDH geni)
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ornekleri ve pozitif kontrol olarak hicbir restriksiyon enzimi ile kesilmemis olan 100 ng
pKK?223-3 vektorii JM 105 hiicrelerine aktarilmistir. Bunun igin boliim 2.2.7° de anlatildig1 gibi
kompetant hiicreler hazirlanmistir. Daha sonra ligasyonu yapilmig 6rneklerin iizerine hazirlanan
kompetant hiicreden 200 pl ilave edilip karigtirilmigtir. 30 dakika buzda bekletilmistir. Daha
sonra 42°C’deki su hanyosunda 90 saniye siireyle sicak soku uygulanmig, hemen 300 ul 2x YT
buyyon ilave edilmistir. Cok iyi bir sekilde karistirilip 30 dakika 37°C’de gergeklestirilen
inkiibasyon sonrasi 100 ul /ml amfisilin igeren 2x YT agar besiyeri iceren petrilere ekim

yapilmustir [43].

Transformasyon sonrasi segilen bazi kolonilerin PvDLDH genine sahip olup
olmadiklarin1 anlamak i¢in koloni PCR’lar1 yapilmistir. Bunun i¢in genin tam uzunlugunu
amplifiye edecek olan Pv 7 ve Pv 13 ug¢ primerleri kullanilmistir. Koloni PCR sonrasi jel
iizerinde klonlanan genin biiylikliigiinde bir bant goriilmesi se¢ilen koloninin bu geni tasidigini

gostermektedir.

1 kh

Sekil 3.3: Koloni PCR’dan sonra pozitif sonuglarin jelde goriintiilenmesi Hatlar: (1)
Markir (Hyper Ladder I); (2,3,4) koloni PCR sonrasi pozitif sonuglar.

Hat 2, 3, 4’de yaklasik olarak 1 kb biiyiikliiglinde bir bant gdriilmiis olup bu bantlar
pozitif sonu¢ elde edildigini gostermektedir (Sekil 3.3). Daha sonra dizi analizi yapilmig ve

sonuglarin pozitif oldugu dogrulanmistir (Ek1).
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3.1.6. Pv DLDH Geninin JM 105 Bakteri Soyundaki Ekspresyonu

JM 105 hiicresine aktarilan PvDLDH geninin mutant proteini {iiretip liretmedigini
kontrol etmek icin SDS-PAGE ile geni igeren JM 105 hiicresinin ekstraktinin genel analizi
yapilmigtir. Bunun i¢in hiicreler, logaritmik fazda (ODggo: 0,6), indiikleyici madde olarak 0,5
mM IPTG ilave edilerek genin ekpresyonu tesvik edilmistir. Bu asamadan sonra belirli
araliklarla alian kiiltiir 6rneklerinin SDS-PAGE ile jel iizerindeki ekspresyonu kontrol

edilmistir.

w —33kDa

Sekil 3.4: Pv DLDH geni igeren JM 105 hiicre ekstraktinin genel protein profili.
Hatlar: (1) Markir (LMW); (2) Herhangi bir genin aktarilmadigi JM 105
hiicrelerinin genel protein profili; (3 ve 4) Indiiklenmis ve indiiklenmemis Pv
DLDH geni igeren 3 saatlik JM 105 hiicrelerinin protein profili; (5 ve 6)
Indiiklenmis ve indiiklenmemis PvDLDH  geni igeren 5 saatlik JM 105
hiicrelerinin protein profili; (7 ve 8) Indiiklenmis ve indiiklenmemis PvDLDH
geni iceren bir gecelik JM 105 hiicrelerinin protein profili;(9) Insan saf LDH
proteini.

Sekilde 3.4’de PvDLDH geninin ekspresyon jelinin fotografi goriilmektedir. Jelde
logaritmik faz sonrasi kiiltiirden alinan 3 saatlik, 5 saatlik ve bir gecelik 6rnekler yiiriitiilmiistiir.
PvDLDH proteinin biiyiikliigiinii daha iyi tespit edebilmek i¢in jelde ayni zamanda 33 kDa
biiyiikliiglindeki insan saf LDH proteini yliriitiilmiistiir. Bu protein band1 dikkate alindigi zaman
yiiriitiilen biitiin 6rneklerde bu biiyiikliikteki bandin hemen alt1 ve {istii hizasinda sabit iki bant
goriilmektedir. PvDLDH proteini bu iki bant arasinda bulutlanma benzeri bir bant olarak
goriilmektedir. Ancak PvDLDH genini icermeyen JM 105 hiicrelerinde bu bant
bulunmamaktadir. Bu farklilik, LDH protein bandinin JM 105 bakteri soyuna ait olmayip bu
hiicreye aktarilan PvDLDH geninin ekspresyon firiinii oldugunu dogrulamaktadir. LDH

proteininin belirgin bir bant yerine bulutlanma benzeri bir bant olarak goriilmesi protein
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ekspresyonunun zayif olmasindan ileri gelmektedir [46]. En iyi protein ekspresyonu bir gecelik
orneklerde gozlenmistir. IPTG’nin PvDLDH geni {izerindeki indiikleyici etkisini gormek i¢in
hem IPTG ile indiiklenen hem de indiiklenmeyen genlerin ekspresyon sonrasi protein bantlar
karsilagtirilmis ve IPTG ile indiiklenmis PvDLDH geninde ekspresyonun arttigi goézlenmistir.
IPTG ile muamele edilen ve edilmeyen JM 105 hiicrelerinin genel protein profilleri
karsilagtirildigi zaman bazi protein bantlarinin ekspresyon diizeylerinin her ikisinde farkli
oldugu goriilmiistiir. Birbirine esdeger protein bantlar1 IPTG ile muamele edilen JM 105
hiicrelerinin protein profilinde biiyiik bir bant olarak goriiliirken IPTG ile muamele edilmeyen
hiicrelerin protein profilinde digerine gore daha zayif oldugu tespit edilmistir. Bu proteinlerin
ekspresyon farki dikkate alinarak IPTG’nin PvDLDH geninden farkli olarak JM 105 bakteri

soyuna ait bazi genler {izerinde de indiikleyici etki yaptigi tespit edilmistir.

PvDLDH proteinin ekspresyonu kontrol edildikten sonra bu proteinin aktif olup
olmadigin1 belirlemek igin geni igeren JM 105 hiicrelerinin siipernatant ve peleti Boliim
2.2.12°de belirtilen sekilde hazirlandiktan sonra jelde ayr ayrn yiiriitiilmiistiir. Aktif protein
hiicre igerisinde ¢6zlinebilir yapida olup siipernatant fazi igerisinde bulunurken inaktif protein
¢Oziinemeyen yapida pelet fazi igerisinde yer almaktadir. Dolayisiyla bu fazlarin protein
profilinde, PvDLDH proteininin bulunup bulunmadigina bakmak i¢in jel iizerinde
yiirttilmastiir. (Sekil 3.5) Bundan sonra PvDLDH proteinin aktivitesi spektrofotometre ile

kontrol edilmistir.

Sekil 3.5: Pv DLDH geni iceren JM105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet
fazlarinin ayr1 ayr protein profillerinin gosterilmesi. Hatlar: (1) Markir (LMW); (2
ve 3) Herhangi bir genin aktarilmadigi JM 105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet
fazlari; (4 ve 5) Indiiklenmis ve indiiklenmemis Pv DLDH geni iceren bir gecelik
JM 105 hiicrelerinin genel protein profili, (6 ve 7) Indiiklenmis ve indiiklenmemis
DSDKI geni igeren bir gecelik JM 105 hiicrelerinin siipernatant fazi; (8 ve 9)
Indiiklenmis ve indiiklenmemis Pv DLDH geni igeren bir gecelik JM105
hiicrelerinin pelet fazi; (10) insan saf LDH proteini.
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3.1.7. PDLDH Proteininin Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Boliim 2.2.12°de anlatilan sekilde PvDLDH genini igeren JM 105 hiicrelerinin
stipernatant fazi hazirlanmigtir. PvDLDH proteininin kinetik olarak tayini ve aktivitesinin
Olciilmesi bu siipernatant fazi kullanilarak ve NADH 1 340 nm’deki absorbansi takip edilerek
yapilmigtir. Tablo (3.2)’de goriildiigii gibi PvDLDH proteini aktif olup D108A amino asidinin
PvLDH enziminden ¢ikarilmasi proteinin aktivitesinde hicbir degisiklik yapmamistir. PvLDH
proteini, aktif bdlge halkasindaki 5 amino asit insersiyonunda meydana gelen bu kisalmaya
kars1 toleranshidir. Buna dayanarak bir amino asit kisalmasinin, antimalarial tasarim
caligmalarinda diren¢ mekanizmalarinin olusup olusmamasit konusunda etkili olmayacagi

sonucuna varilmistir,

Tablo 3.2: PvDLDH proteininin aktivitesinin 6lgiilmesi. (LDH aktivitesinin 6lgiilmesi 3 defa tekrar
edilmis olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

10 mM 1 mM
A A340/dakika
Piirivat Piirivat
Indiiklenmemis 0,068 0,061
PvDLDH _ 3 saat
o Indiiklenmis 0,203 0,166
genini igeren .
Indiiklenmemis 0,155 0,165
JIM 105 . Bir gece
Indiiklenmis 0,656 0,765
3 saat 0,007 0,002
IM 105
Bir gece 0,015 0,007

Yine tablo (3.2)’de goriildiigii gibi PvDLDH genini indiikleme, logaritmik fazin 3.
saatinde ve bir gecelik orneklerde aktiviteyi yaklasik olarak 4 kat arttirdig1r gézlemlenmistir.
Bununla beraber piirivat konsantrasyonunun artis1 aktiviteyi artirmistir. PvDLDH genini
icermeyen JM 105 hiicrelerinde herhangi bir LDH aktivitesi gézlemlenmemistir. Bu da gézlenen

LDH aktivitesinin klonlanan gene ait oldugunu gdstermistir.

3.1.8. Western Blot ile Protein Aktivitesinin Dogrulanmasi

Daha o6nce boliim 2.2.11° de de anlatildig1 gibi blotlama islemleri yapilmis ve LDH

proteini bu mutant protein i¢in dogru biiyiikliikte tanimlanmuistir.
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3.2. PVLDH Aktif Bolge Halkasindaki Aspartik Asityggy Lisinjgsg Amino Asitlerinin

Delesyonu

PvLDH aktif bolge halkasindaki aspartik asitjgsa amino asidinin delesyonuna ilave
olarak ikinci insersiyon amino asidi lisinjegg’in de (Kjosg) delesyonu gergeklestirilmistir.
Boylece iki amino asit kisalmasinin proteinin aktivitesi iizerinde nasil bir degisim meydana
getirecegi arastirilmigtir. Gen {izerinde delesyonun gergeklestirilmesi i¢cin daha 6nce kullanilan
deneysel yontemlerin aynis1 yapilmistir. Biitiin preparatif amach jel elektroforezi igin kristal
viyole ile boyanan agaroz jel kullamlmustir. Iki amino asidinin (D;o3aK0ss) delesyonu yapilmis
olan gen PvKLDH olarak ifade edilip, dizi analizi yapilmistir (Ek-2). Bu gen, JM 105’¢
aktarilmis olup ekspresyonu yine bu bakteri soyunda yapilmistir. Protein iiretimi tespit

edildikten sonra bu proteinin enzimatik aktivitesinin olup olmadig: aragtirilmstir.

PvLDH proteininin aktif bolge halkasindaki iki amino asidinin delesyonu sonrasi elde
edilen PvKLDH proteininin JM 105’de aktif oldugu goézlemlenmistir. Dolayisiyla PvLDH
proteini aktif bolge halkasinda yapilan iki amino asit delesyonunu tolere edebilmektedir. Insan
LDH dizisi ile karsilagtirildigi zaman bu iki amino asit PvKLDH’da ilave olarak bulunmakta
olup amino asit dizisinden ¢ikarilmalari durumunda protein aktivitesi igcin Onem

arzetmemektedir.

3.3. PvLDH’1n Aktif Bolge Halkasindaki Aspartik Asitjgss Lisingogg Glutamik Asit;osc

Amino Asitlerinin Delesyonu

PvLDH’1n aktif bolge halkasindaki 5 amino asit insersiyonundan her defasinda bir
amino asit kisaltma igleminin yapildig: tez ¢aligmasinin bu asamasinda aspartik asit;ogalisinggsg
amino asitlerinden sonra glutamik asit;osc (Ejosc) amino asidi de ¢ikarilarak meydana gelen ti¢
amino asitlik bir kisalma ile protein aktivitesindeki farklilik arastirilmistir. Bu kisimda elde
edilen protein PvELDH olarak tanimlanmis ve dizi analizi yapilmistir (Ek-3). Diger
delesyonlarin gergeklestirilmesi sirasinda yapilan biitiin deneysel yoOntemler ayni olmakla
beraber ekspresyon JM 105 bakteri soyunda gergeklestirilmistir. Ekspresyon sonrasi proteinin
aktivitesi kontrol edilmis ve herhangi bir enzimatik aktivite goriilememistir. PYELDH’ 1n

spektrofotometre ile aktivite dl¢limiiniin sonuglar1 Tablo 3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3: PvELDH proteininin aktivitesinin Sl¢iilmesi (LDH aktivitesinin Ol¢lilmesi 3 defa tekrar

edilmis olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

10 mM 1 mM
A A340/dakika
Piirivat Piirivat
Indiiklenmemis 0,072 0,031
PvELDH _ 3 saat
o Indiiklenmis 0,067 0,052
genini igeren |
Indiiklenmemis 0,141 0,058
IM 105 . Bir gece
Indiiklenmis 0,507 0,041
3 saat 0,003 0,001
IM 105
Bir gece 0,018 0,007

Tablo (3.3)’de verilen Olgiimlere gore, PvELDH proteininin aktivitesinin olmadigi
gozlenmistir. Proteinin inaktif olarak elde edilmesinden sonra protein ekspresyonunun jel
tizerinde dogru biiyiikliikteki bir bant olusturup olusturmadigi kontrol edilmistir. Zayifta olsa
dogru biiytikliikteki bantlar gdzlenmistir (Sekil 3.6).

—
-  ®=—33kDa

—_—— e =
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Sekil 3.6: PvELDH geni igeren JM 105 hiicrelerinin slipernatant ve pelet fazlarinin
ayr1 ayr1 protein profillerinin gosterilmesi. Hatlar: (1) Markir (LMW); (2 ve 3)
Herhangi bir genin aktarilmadigi JM 105 hiicrelerinin siipernatant ve pelet fazlari;
(4 ve 5); indiiklenmis ve indiiklenmemis PvELDH geni igeren bir gecelik JM 105
hiicrelerinin genel protein profili, (6 ve 7); indiiklenmis ve indiiklenmemis Pv
ELDH geni igeren bir gecelik JM 105 hiicrelerinin siipernatant fazi; (8 ve 9);
Indiiklenmis ve indiiklenmemis Pv ELDH geni iceren bir gecelik JM 105
hiicrelerinin pelet fazi; (10) insan saf LDH proteini

Diger iki amino asitle beraber E¢3c amino asidinin ¢ikarilmasi ile PvLDH proteininde ii¢
amino asitlik bir kisalma yapilmistir. Protein bu kisalma ile inaktif duruma gelmistir. Bu durum

proteinin, yapisinda meydana gelen kisalmay1 kabul etmedigini gostermektedir. Bu dnemli bir
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sonug olup {gilincii amino asidin ¢ikarilmasiyla beraber proteinin aktivitesini ve stabilitesini
kaybettigi, dolayisiyla yeni antimalarial bulma ¢alismalarinda hedef bolge olarak segtigimiz bu
bolgenin degisimlere dayanikli olmayacagi ve bu bdlgenin bloklanmasimin enzim aktivitesini
durduracagi sonucuna vartlmistir. Enzim aktivitesinin durmasi1 da kandaki parazitin yok

edilmesi anlamina gelmektedir.

3.4. PvLDH’1n Aktif Bolge Halkasindaki Aspartik AsitlggsLisingspGlutamik Asit;ogc

Triptofan;osp Amino Asitlerinin Delesyonu

Bu asamada 5 amino asit insersiyonunun dordii (DiosaKioss,E10scWi0sp) PvLDH
dizisinden ¢ikarilmig, elde edilen protein PvWLDH olarak adlandirilmis ve dizi analizi

yapilmigtir (Ek-4).

Tablo 3.4: PyvWLDH proteininin aktivitesinin 6l¢iilmesi (LDH aktivitesinin 6l¢lilmesi 3 defa tekrar

edilmis olup bu degerlerin ortalamasi verilmistir).

10 mM 1 mM
A Asw/dalika Piirivat Piirivat
PYWLDH genini iceren | Indiiklenmemis 3 saat 0,011 0,003
IM 105 Indiiklenmis 0,015 0,007
Indiiklenmemis Bir gece 0,014 0,005
Indiiklenmis 0,043 0,001
JM 105 3 saat 0,007 0,002
Bir gece 0,015 0,007

Bir 6nceki asamada toplam ii¢ amino asidin delesyonu ile protein inaktif olmustur.
Dolayisiyla bu asamada ekspresyonu yapilan PvWLDH proteininin ve bundan sonraki diger
delesyonun sonucunda elde edilecek proteinin aktif olmayacagi beklenmistir. Yapilan aktivite
Olciim ¢aligmalar1t PvWLDH proteininin inaktif oldugunu gdstermistir. Bu sonuglar toblo 3.4’de

verilmistir.
3.5. PVLDH’n Aktif Bolge Halkasindaki flave 5 Amino Asidin Tamaminin Delesyon

Tez ¢aligmasinin son asamasinda, PvLDH’in aktif bdlge halkasindaki ilave 5 amino

asidin tamaminin delesyonu yapilmis, dizi analiziyle dogrulanmis (Ek-5) ve elde edilen Pv
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NLDH proteininin inaktif oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu sonu¢ Western blot ¢alismasi
ile kontrol edilmistir. Daha dnceden bahsedildigi gibi aktif protein hiicre igerisinde ¢oziinebilir
yapida olup siipernatant fazi igerisinde bulunurken inaktif protein ¢dziinemeyen yapida pelet
faz1 igerisinde yer almaktadir. Yapilan Western blot ¢aligmasi sonunda pelet fazinda protein
bandi goriilebilmistir. Buna ragmen silipernatant fazinda herhangi bir protein bandi

goriilememistir (Sekil3.7). Boylece proteinin iiretildigi fakat inaktif oldugu ispatlanmisgtir.

(a) (&)

Sekil 3.7: P LDH’da yapilan mutasyon sonucunda mutant proteinin Western Blot ile
gosterilmest. a) 1- Kontrol LDH2- PvDLDH3- PvKLDH (Siipernatant) b) 1-
Kontrol LDH 2- PvELDH 3- PvWLDH 4- PvNLDH (pelet)

Boylece insan LDH dizisi ile karsilastirildigi zaman PvLDH’da ilave olarak bulunan 5
amino asidin protein i¢in ne kadar 6nem arzetmekte oldugu gdsterilmistir. Dolayisiyla 5 amino
asidin olusturdugu yariga konacak bir enzim inhibitdriiniin bu bolgede yapacagi bir degisiklik
sonucunda enzim kolaylikla inaktif hale gelecek ve enzim aktivitesi engellenince ideal olarak

kandaki parazit yok olacaktir.
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Tablo3.5: PvLDH’1n ve diger bazi LDH’larin amino asit dizilerinin karsilastirilmasi. {lave 5 amino asit koyu harflerle gosterilmistir.

human-m
pfalc
pvivax
povale
pmalariae

human-m
pfalc
pvivax
povale
pmalariae

human-m
pfalc
pvivax
povale
pmalariae

human-m
pfalc
pvivax
povale
pmalariae

1 2729 32 48 53 61 65 72 76 85

ATLKDQLIYNL . LKEEQTPONKITVVGVGAVGMACAISILMKDLADELALVDV IEDKLKGEMMDLQHGSLFL .RTPKIVSGKDYNVTANSKLVI
................ MAPKAKITVLVGSGMIGGVMATL IVQKNLGD . VVLFD IVKNMPHGKALDTSHTNVMAYSNCKVSGSNTYDDLAGADVV I
................ MTPKPKIVLVGSGMIGGVMATL IVQKNLGD . VVMFDVVKNMPQGKALDTSHSNVMAYSNCKVTGSNSYDDLKGADVV I
................ MAPKAKIVLVGSGMIGGVMATL IVQKNLGD . VVMFD IVKNMPLGKALDTSHTNVMAYSNCQVTGSNTYEDLKGADVVI
................ MAPKAKTVLVGSGMIGGVMATL IVQKNLGD . VVMFD IVKNMPYGKALDTSHMNVMAYSNCKVTGSNSYEDLKGADVV I

98 109110 116 140 143 156 163 168171173
ITAGARQQEGES. . . .. RLNLVQRNVN IFKF I IPNVVKYSPNCKLLIVSNPVDILTYVAWKISGFPKNRVIGSGCNLDSARFRYLMGERLGVHP
VTAGFTKAPGKSDKEWNRDDLLPLNNKIMIEIGGHIKKNCPNAF I 1VVTNPVDVMVQLLHQHSGVPKNK T IGLGGVLDTSRLKYY I SQKLNVCP
VTAGFTKAPGKSDKEWNRDDLLPLNNKIMIEIGGHIKNLCPNAF I 1VVTNPVDVMVQLLFEHSGVPKNK T IGLGGVLDTSRLKYY ISQKLNVCP
VTAGFTKAPGKSDKEWNRDDLLPLNNKIMIEIGGH IKNYCPNAF I 1VVTNPADVMVQLLHQHSGVSKNKTVGLGGVLDTSRLKYY I SQKLNVCP
VTAGFTKVPGKSDKEWNRDDLLPLNNKIMIEIGGHVKNYCPNAF I 1VVTNPVDVMVQLLHKHSGVPKNKTVGLGGVLDTSRLKYY 1 SQKLNVCP

188 195 204 237 243246 250 270
LSCHGWVLGEHGDSSVPVWSGMNVAGVSLKTLHPDLGTDKDKEQWKEVHKQVVESAYEV IKLKGYTSWAIGLSVADLAES IMKNLRRVHPVSTM
RDVNAHIVGAHGNKMVLLKRY I TVGGIPLQEF INNK . LISDAE . LEAIFDRTVNTALEIVNLHASPYVAPAAAT IEMAESYLKDLKKVLICSTL
RDVNAL IVGAHGNKMVLLKRY I TVGGIPLQEF INNK.KITDEE.VEGIFDRTVNTALEIVNLLASPYVAPAAAI IEMAESYLKD IKKVLVCSTL
RDVNAHIVGAHGNKMVVLKRY I TVGGIPLQEF INNK . KITDAE . LDAIFDRTVNTALEIVNYHASPYVAPAAAT IEMAESYLKDLKKVLICSTL
RDVNAL IVAAHGNKMVPLKRY I TVGGIPLQEF INNK . KITDAE . LDAIFDRTVNTALEIVNLHASPYVAPAAAT IEMAESY IKDLKKVLICSTL

280 290 297 306 311 318 322
IKGLYGIKDDVFLSVPCILGQNGISDLVKVTLTSEEEARLKKSADTLWG IQKELQF .
LEGQYGHS . DIFGGTPVVLGANGVEQVIELQLNSEEKAKFDEATAETKRMKALA* . . .
LEGQYGHS _.NIFGGTPLVIGGTGVEQVIELQLNAEEKTKFDEAVAETKRMKAL
LEGQYGHT . GVFGGTPLVLGCNGVEQVFELQLNAEEKKMFDDATAETSRMK
LEGQYGHS .DIFGGTPLVLGANGVEQV IELQLNSEEKKKFDEATAETNRMK
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4. SONUC

Malaria parazitlerinin klasik antimalariallara karsi direngli hale gelmesi yeni ilaglarin
tasarimini zorunlu hale getirmistir. Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda sitmaya kars etkili olacak
yeni ila¢ tasarim calismalarina saglayacagi katkiy1 test edebilmek i¢in hedef enzim olarak
secilen PvLDH’m aktif bolge halkasindaki ilave 5 amino asidin kisalmasi ile meydana

gelebilecek yapisal degisiklige proteinin ne kadar toleranslhi oldugu arastirtlmistir.

Yapilan aragtirmalar sonucunda protein, aktif bolge halkasindaki 5 amino asiten 2
amino asidin ¢ikartilmasini tolere etmistir. Ancak bu bodlgede 2’den fazla amino asidin
cikartilmasinda proteinin inaktif hale geldigi goriilmiistiir. Aktif bolgedeki ilave 5 amino asidin
delesyonu enzimatik aktiviteyi ortadan kaldirmistir. Clinkii aktif bolgenin kisaltilmasi enzimin

substrati ile etkilesimini etkileyerek enzimin inaktif hale gelmesine sebep olmustur.

Plasmodial LDH’lardaki kristalografi ¢aligmalari, katalitik halkadaki aktif bolgeyi ¢ok
iyl tanmimlamistir. Plasmodium tiirleri arasindaki LDH enzimlerinin aktif bolgelerinin yapisinda
belirgin bir degisiklik gdzlemlenmemistir. Bundan dolay1 elde edilen sonuglara gore parazitin
LDH’m1 engelleyen bir inhibitdériin plasmodium tiirlerinden birine karsi gelistirilmesi ayni
zamanda diger plazmodium tiirlerine kars1 da etkili olabilecegi ve dolayisiyla yiiksek segicilik
gosteren inhibitorler bulunarak enzim aktivitesinin kolaylikla engellenip parazitin yok

edilebilecegi diisiiniilmektedir [10].
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Ek-1: Pv DLDH’In dizi analizi.
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Ek-2: Pv KLDH’In dizi analizi.
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Ek-3: Pv ELDH’n dizi analizi.
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Ek-4: Pv WLDH’n dizi analizi.
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Ek-5: Pv NLDH’n dizi analizi.
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