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OZET

THEILERIA ANNULATA'NIN LAKTAT DEHiDROGENAZ ENZiMINi
KODLAYAN GENIiN ANALIzi

Belma NURAL

Biyomihendislik Anabilim Dall

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK

Yapiya dayandirilmis ilag tasarimi multidispliner yaklasimlardan olusan bir tekniktir. Bu
teknik kullanilarak enfeksiyonlarin ve hastaliklarin molekiler seviyede kontroli
saglanmaktadir. Enzimler biyokimyasal reaksiyonlarda sahip olduklari 6nemli roller ve
aktif ceplerine baglanan kiictiik molekiller dolayisiyla yapiya dayandiriimis ilag tasarimi
icin miukemmel ilag hedeflerinden biridir. Theileria annulata sigirlarda theileriosis
hastaligina neden olan bir parazittir. Parazitin kullanilan ilaglara karsi gosterdigi
direncin rapor edilmesiyle yeni ilaclarin tasarlanmasi icin yeni yaklasimlara ihtiyac
duyulmaktadir.

Bu tez galismasinda parazitin biyokimyasal yolaginda 6nemli bir enzim olan laktat
dehidrogenaz enzimi vyapiya dayandirilmis ila¢ tasarim g¢alismalarinda hedef
biyomolekil olarak segilmistir. Agik okuma gergevesinde iki intron igceren Theileria
annulata 'nin laktat dehidrogenaz enzimi daha 6nceki ¢galismamizda klonlanmistir.

Bu g¢alismada iki intron PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi ile
uzaklagtirilarak pLATE31 vektorine klonlamasi yapilmis ve E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerinde ekspresyonu gerceklestirilmistir. Yapilan kinetik analiz, SDS-PAGE ve
Western Blot teknikleri ile proteinin inaktif formda oldugu gosterilmistir. Dizilemesi
yapilan gende bir tanesi yliksek derecede korunmus niikleotid baglanma boélgesinde
bulunan iki mutasyon gozlenmistir. Yabanil hale doénistirilmesi igin yonlendirilmis
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mutagenez yontemi kullanilarak gen dizisinde degisiklikler yapilarak mutasyonlar
uzaklagtirilmigtir. Dlzeltilen gen ayni ifade vektoriine klonlanmigtir. Cozulebilir formda
elde edilen protein afinite kromatografisi ile saflastirilmistir. SDS-PAGE ile ylksek
konsantrasyonda saf protein elde edildigi gosterilmistir (295). Kinetik deneylerde
kullanilmasi icin optimum pH degeri belirlenmis ve stabil oldugu sicakliklarin
gosterildigi  termostabilite deneyi yapilmistir.  Kinetik analiz farkli  pirtivat
konsantrasyonlari kullanilarak pH degeri 7,5 olan tamponda 25°C'de UV visible
Spektrofotometre 'de 6lciim alinarak gerceklestirilmistir. Pirlivat icin Ky degeri 0,1324
mMM; Vinax degeri 0,2304 ve substrat inhibisyonu dolayisiyla K; degeri 4,295 mM olarak
belirlenmistir. Parametreler Graphpad Prism 6.0 programinda substrat inhibisyon
moduli secilerek elde edilmistir. Substratin Griine dontsiimin( veren k¢, ve katalitik
etkinlik degerini veren ke t/Kyv degerleri sirasiyla 44,55 st ve 3,3693 x 10° M s olarak
hesaplanmstir. Tezin son boélimiinde yapiya dayandiriimis ilag tasariminin son asamasi
olan homoloji modelleme elde edilen protein icin de olusturularak, proteinin
muhtemel ilag baglanma bolgeleri gosterilmistir. Yiksek saflikta aktif protein tretilmesi
ileriki inhibitor ¢alismalarinin uygulanmasini saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Theileria annulata, laktat dehidrogenaz, mutasyon, yonlendirilmis
mutagenez, yaplya dayandirilmis ilag tasarimi, homoloji modelleme
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ABSTRACT

ANALYSIS OF GENE FROM THEILERIA ANNULATA CODING LACTATE
DEHYDROGENASE ENZYME

Belma NURAL

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK

Structure based drug design is a technique that consists of multidisciplinary
approaches. This technique enables controlling of diseases and infections at molecular
level. Enzymes are one of magnificent drug targets for structure based drug design
because they have crucial role in biochemical pathways and small molecules bind to
their active site to inhibit them. Theileria annulata is a parasite that causes theileriosis
in cattle. Report of articles about resistance to currently available anti-theilerials
requires development of new approaches to design new drugs.

In this thesis, LDH has been chosen as a target molecule for applying structure based
drug design studies as this enzyme is crucial for the anaerobic life style of parasite. LDH
gene from T. annulata was cloned in our previous studies, with having two introns in
open reading frame.

In this study, these two introns were removed by site-directed mutagenesis, the gene
was then inserted into vector pLATE31 and expressed in E. coli BL21 (DE3) cells.
Analysis of protein by kinetic assay, SDS-PAGE and Western blotting showed that
protein was produced in inactive form. As this was not an expected result; the
subcloned gene was resequenced and two mutations were observed, one of them
being in highly conserved nucleotide binding domain of the protein. These mutations
were removed by making exchange on the gene sequence to obtain wild type enzyme
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using the site-directed mutagenesis technique. The corrected gene was than subcloned
into the same expression vector. After confirmation of availability of soluble active
enzyme, protein was purified by affinity chromatography. Purity of protein in high
concentration was evaluated by SDS-PAGE (295). Optimum pH of enzyme was
determined prior to kinetic analysis and its thermostability was defined. Kinetic
analysis was performed using different pyruvate concentrations, at pH 7,5 at 25 °C by
using UV visible spectrophotometer. Ky, (0.1324 mM) for pyruvate, Vimax (0,2304) and K;
(4,295mM) were calculated by choosing substrate inhibition module in Graphpad
Prism 6.0. kcat and ket/Ky was found as 44,55 s and 3,3693X10° M's™ respectively.
All kinetic results were confirmed by using a microplate spectrophotometer. In the
final section of thesis homology modelling of protein was built up and possible drug
binding domains were determined. Production of highly pure active protein will enable
application of further inhibitor studies.

Key words: Theileria annulata, lactate dehydrogenase, mutation, site-directed
mutagenesis, structure based drug design, homology modelling
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BOLUM 1

GIiRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Yapiya Dayandiriimis ilag Tasarimi

ilaglar hastaliklarin tedavi edilebilmesi ve dnlenebilmesi icin hayati bir &neme sahiptir.
Multidisipliner basamaklarin birlesiminden olusan yaklasim yapiya dayandiriimis ilag
tasariminin temelini olusturmakta olup [1], bu teknik ile hastaligin ve enfeksiyonun

molekiler ve fizyolojik dizeyde nasil kontrol altina alinabilecegi anlasilabilmektedir [2].

Bu vyaklasimda ilag hedefi, temel olarak biyolojik ya da biyokimyasal temelli
secilmektedir [3]. Genomik, metabolomik ve proteomik bilgilerinin artmasi, biyolojik
hedeflerin tercih edilmesini saglamaktadir [4]. Proteomik bilgisi ve yapilarinin ortaya
cikmasi ile proteinler, yapiya dayandirilmis ila¢ tasariminda pazarlanabilecek ilag
Urlinlerinin gelistirilmesinde optimize edilecek 6ncli molekdillerin hedefi olarak
kullanilabilmektedirler [5]. Proteinler, hastaliklarin patolojisi, teshisi ve tedavisini
iceren temel biyolojik islemlerin anlasilmasinda kilit role sahip olmasinin yani sira
hastalik ve gen arasindaki kritik baglantiyi da agiklayan makromolekiillerdir. Hicre
mekanizmasini olusturan proteinler, hicrelerin iletisim kurmasini, organizmanin
kontrolli bliylimesini ve 6lmesini saglamaktadir. Bu nedenle ilag tasariminda en 6nemli

hedef molekiillerden biri olmaktadirlar [4].

Protein yapisinda olan enzimler, biyokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesinden
sorumlu olan makromolekillerdir [4], [6]. Kiglk bir molekiliin, aktif ceplerine

baglanmasiyla inhibisyona ugrayabilmektedirler. Sahip olduklari bu aktif ceplere uygun



tasarlanabilecek inhibitorlerin bulunabilmesi nedeniyle de enzimler mikemmel ilag
hedeflerinden biridir. Patojenik organizmalari hedef alarak gelistirilen inhibitorlerin tek
amaci ise patojeni yok edebilmektir [4]. Bu durumun iyi calisilmis o6rnekleri
bulunmaktadir. Yapiya dayandiriimis ilag tasarim yaklasimi ile gelistirilen basarih ilaglar
bulunmaktadir. Kronik miyeloid l6semi i¢in kullanilan Imatinib; HIV/AIDS, malaria gibi

hastaliklar i¢in gelistirilen proteaz inhibitorleri bu ilaglar arasinda yer almaktadir [7],
[1], [8].

Yapiya dayandirilmis ila¢ tasarimi siireci genel olarak hedef biyomolekiliin belirlenmesi
ile  baslayip, belirlenen molekile uygun inhibitér bilesigin  tasarimiyla
tamamlanmaktadir [4]. Bu sirecin ilk asamasi, bilesigin tasarlanacagl hedef
biyomolekilin secilmesi, validasyonu, klonlanmasi, ifade edilmesi ve uygun saflikta
elde edilmesi basamaklarindan olusmaktadir [2], [9]. Elde edilen saf molekiil siirecin
ikinci asamasi olan tekrarli dénglye girmekte ve 6ncli molekil optimize edilinceye
kadar bu siregte islenmektedir. Bu basamaklar ise; molekilin Gg¢ boyutlu yapisinin
belirlenmesi, bilgisayar temelli araclar ile modellenmesi, bilesigin elde edilmesi ve
optimizasyonunun yapilmasidir [2], [3], [9]. Son asamada ise optimize edilen bilesigin
biyolojik testlerinin tamamlanmasi, klinik 6ncesi ¢alismalar, klinik denemeler ve ticari

olarak ilag liretilmesi basamaklari yer almaktadir [3] (Sekil 1. 1).

Yontemin sagladig stlnlikler ile birlikte, yaklasimin Theileria annulata'nin (T.
annulata) anaerobik metabolizmasindaki enzimlere uygulanabilirligi nedeniyle bu tez
galismasi yapiimistir.
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Sekil 1. 1 ilag tasariminin basamaklari [10]




1.1.2 Theileria

Theileria; ciftlik hayvanlari ve diger memelilerin lenfositlerini ya da makrofaj/monosit
soyu hicrelerini enfekte ederek konaklarin dolasim ve kan sistemlerini etkilemektedir
[11]. Olimsuzlik yetenegine sahip [12] hiicre ici bu patojen kene kaynakl theileriosis
adi verilen parazitik protozoer hastalik olusumuna neden olmaktadir [13], [14].
Babesia, Eimeria, Plasmodium ve Toxoplasma'nin bulundugu apikompleksa subesine
aittir [12], [13]. Sigir, koyun ve kecilerde hastaliga sebep olan pek cok alt tird
bulunmaktadir. T. parva (lawranci, parva, bovis), T. annulata, T. mutans, T. taurotragi,
T. velifera, T. orientals sergenti/buffeli (sigirlarda); T. lestiquardi ve T. ois'dir
(koyun/keci) [15]. Sigirlarda sik gorilen Theileria turlerinin kitalar Gzerindeki dagilimi

Sekil 1. 2 'de verilmektedir.

Sekil 1. 2 Theileria tirlerinin diinya Gizerindeki dagilimi [15]

Theileria alt tlrleri gevis getiren hayvanlari Rhipicephalus, Amblyomma, Hyalomma ve

Haemaphysalis cinsine ait keneler ile enfekte etmektedirler [16].

Neden olduklari ekonomik kayip sebebiyle en 6énemli tirler T. parva ve T. annulata
olarak gosterilmektedir [16]. T. annulata ilk olarak 1904 vyilinda Transkafkasya
sigirlarindaki tropikal plasmosis denilen hastalikla tespit edilmis ve Piroplasma
annulatum olarak adlandirilmistir [17]. 20. Yuzyilin ilk 20 yilinda dinyanin endemik
bolgelerinde ¢ok fazla karisik terim kullanilmasina ragmen, parazitin yasam

donglsiiniin  sizont asamasi farkedilince Theileria annulata adi ile tekrar
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siniflandirilmistir  [13], [17]. 2005 vyilinda T. parva’nin genom analizinin [18]
yapilmasindan sonra karsilastirmali olarak Pain vd.[14] tarafindan 2005 yilinda T.
annulata’nin da genom analizi yapilmistir. T. annulata ve T. parva sigirlarda
lenfosproliferatif hastaliklara neden olan yakin iliskili parazitlerdir. T. annulata’nin
nikleer genomu T. parva’ya benzer 8,35 Mb bilyikliginde ve 4 kromozomdan
olusmaktadir. T. annulata’nin protein kodlayan 3792 geninin oldugu tahmin
edilmektedir. Bunlara ek olarak, toplam 49 transfer RNA (tRNA) ve 5 ribozomal RNA
(rRNA) geni bulunmus ve tirler arasinda rRNA birimlerinin ortak oOzellikleri ortaya
cikarilmistir. T. annulata ve T. parva tirlerinin telomer ve olasi sentromer baz bilesimi,

blyuklGgu ve dizenlemede benzer oldugu tespit edilmistir [14].

1.1.2.1 Theileria annulata'nin Yagam Dongiisii

Theileria kompleks bir yasam doénglisiine sahiptir ve tim tlrlerinde benzer olmasina
karsin, bu tirlerin replikasyon seviyesinde ve gelisimlerinin zamanlamasinda farkhliklar
ortaya ctkmaktadir [19]. Sekil 1.3'teki yasam donglisintin adimlari gosterilen numaralar
ile 6zetlenmektedir[19]: Memelilerdeki dongi sporozoitlerin kenelerden bulasmasi ile
baslamaktadir (1). Sporozoitler lenfositlere girmekte ve cok cekirdekli sizontlara
donusirken ayni zamanda da hilicre transformasyonunu ve proliferasyonunu
uyarmaktadir (2). Sizontlar merozoitlere farklilasmaktadirlar (3) Bazi tirler igin
eritrositlerin bolinmesi ve isgal edilmesi gerceklesmektedir (4). Enfekte edilmis
eritrositler keneler tarafinda yutulmakta ve kenelerin mide liimeninde gametogenesis
ve dollenme meydana gelmektedir (5). Zigot olusumu mide epitel hicrelerini istila
etmektedir (6). Hareketli kinetler mide hiicrelerinden c¢ikip tiikirik bezlerini istila
etmektedirler (7). Sporogoni olusumu ile ¢ok fazla sporozoit olusturmaktadirlar (8).

Kenelerin kan emmesiyle sporozoitler memeli konagina gegmektedirler (1) [19] .



Tukuruk bezi

Nimf-ergin
larva-nimf

Bagirsak lumeni

Sekil 1. 3 Theileria tirlerinin yasam dongusi [19]

Parazitler yasam dongiilerinin biylik bélimiinde haploid iken sadece zigotken diploid
olmaktadir [19]. Yasam donguleri sigirlarda sizogoni, vektorlerde gametogoni ve
sporozogoni olmak lzere 3 ana evreden olusmaktadir. Sporozoitlerin konak kan
dolasimina girmesi sonucunda enfekte kenenin kani emmesiyle Theileria yasam
donglisii baslamaktadir. Sporozoitleri mononiikleer hiicrelere girmesine ragmen [17],
Theileria annulata sporozoitleri major histokompatibilite kompleks sinif (MHC) 2
molekilu olarak bilinen, makrofaj/monositleri ve distk etkide de B hicrelerini hedef
almaktadir [20]. Sporozoitler kenelerin tikiiriik bezlerinde gelisen son urlndir ve
kenelerin memeli konaginda kan emmesi sirasinda bulastiriimaktadir [20] Theileria
sporozoitlerin sigir lenfositlerine girisinin morfolojik adimlari gesitli arastirmacilar

tarafindan dogrulanmistir [20], [21].

Theileria sporozoitleri hareketsizdir ve konak lenfositleri ile karsilasmalari ise tesadifen
gerceklesen bir olaydir [21]. Jura vd.[22] T.annulata'nin sporozoitlerinin lenfosit ile
karsilastiktan sonra membraninin kendlerine 6zgi bazal bolgelerine baglandigini rapor
etmelerine ragmen [22], konak vyizeyindeki herhangi bir noktaya baglandig

duslintlmektedir.



Sporozoitler sitoplazmaya girdikten sonra tek gekirdekli trifozoit evresine gegmektedir.
Trofozoitler bir dizi cekirdek bolinmesinden sonra 10-20 c¢ekirdekli sentetik
makrosizont formuna donismekte, konak hiicre sitoplazmasinda bulunan
makrosizontlarin plasma membrani ile etraflari gevrilmektedir. Cekirdekler dizenli
olarak sitoplazmaya dagilip ve etraflari tipik porlari bulunan cekirdek zari ile
cevrilmektedirler. Makrosizontlarin gelismini takiben Theileria ile enfekte olmus
hiicreler 06limsiz olup, blylime faktori gerekmeden in vitro olarak
Uretilebilmektedirler. Konak hiicre ve parazit es zamanl olarak bolinmektedir.
Transformasyonu yapilmis konak hiicreler diizenli araliklarla ve belirli hizda in vitro
kosullarda bolindiigiinden 3 glinden daha az slirede parazit sayisinda 10 kata kadar
artis gézlenmektedir. Konak hiicre bollinmesi sirasinda sizontlar da bélunir ve yavru
hiicrelere aktarilmaktadir. Enfekte hiicreler enfeksiyondan yaklasik 5 giin sonra
vektorin 1sirdigr bolgedeki lenf nodiillerinde belirlenebilir. Enfeksiyon siiresince,
sizontlar merozoitleri Gretmek icin merogoniye doniismektedirler. Merogoni yapisal ve
donanimsal bir seri degisiklikle karakterize edilmektedir. Bu degisiklikler, olgun
merozoitlerin yizeylerinin sizont plasma membranin dis ylizeyinden sekillenmesi ve
endoplazmik retikulumun gelismesini icermektedir. Cekirdek, sizontlarin ¢ceperine gog
ederek tek cekirdekli merozoitleri sekillendirmeye baslamaktadirlar. Merogoni
sonunda konak hicrede yer alan c¢cok miktarda olgun merozoit, konak plasma
membranin yirtilmasi ile serbest kalmaktadirlar. Serbest kalan merozoitler piroplasm
formunda eritrositlere nufiiz etmektedirler. T. annulata’nin konak hicreyi enfekte
etmesinden 8- 10 gin sonra merozoitler belirlenebilmektedirler. Olagan Usti
durumlarda eritrositlerin % 90’indan fazlasinin T. annulata ile enfekte oldugu
gorulmustir. Merozoitlerin sigir eritrositlerine girisi, sporozoitlerin tek c¢ekirdekli
hiicrelere girmesine morfolojik olarak benzer bir siirecle gerceklesmektedir.
Eritrositlerden salinan merozoitler enfekte lenfositlereden salinan sizontlarla aynidir.
Kene enfekte olmus konakla beslenirken, enfekte eritrositler isgal edilip konak ile

vektdr arasindaki parazitin bulagsmasi gerceklesmektedir.

Merozoitlerin eritrositlere girisinden sonra, konak hicreyi ¢evreleyen membrandan
konak sitoplazmasina gecerler. Kene tarafindan mideye alinan enfekte edilmis

eritrositlerin saldigi piroplasmalar eseysel asamada gelisime maruz kalirlar [17].
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Gametositler kirmizi kan hicrelerinde gelisirler ve sonrasinda kene tarafindan
yutulmaktadirlar [20]. Enfekte kandaki kiiresel protozoan gematositler gametlere
farklilasirlar. Gametler o6nce c¢ok cekirdekli mikrogametosit sonra tek hicreli
mikrogametler haline gelirler. Diger gametositler direkt makrogametositlere
transforme olurlar. Haploid mikrogametler ile haploid makrogametler kene mide
epitelyal hicrelerine giren diploid zigot olusturmak icin birlesirler. Parazitin yasam
donglisii boyunca, bu asama sonrasindaki kinet formu vyalnizca diploid formu
olusturmak icin distinilmektedir. Kene salgl bezi asiner hiicrelerinde (pankreas salgi
hiicresi) enfekte sporozoitlerin olusumu T.annulata ve T. parva icin benzer sirecte
meydana gelmektedir. Tek kinet sporoblastlara transforme olduktan sonra coklu
bolinmeye maruz kalirlar. Kenenin beslenmesi ya da yliksek sicaklik ile uyarilmasiyla
sporogoniye kadar olgunlasma gecikmektedir. Kene beslenmesi sirasinda cok cekirdekli
hicre hizla gelistikge sitoplazma bollinmesiyle binlerce tek hicreli sporozoitler
meydana gelmektedir. Tek hicreli sporozoitlerin olusumu beslenmenin 3. giinii ya da

Ist uyariminin 4. gliniinde gerceklesmektedir [17].

1.1.3 Theileriosis

Kene vyoluyla bulasan hastaliklar hayvancilik Gretiminde kisitlamalara neden
olmaktadir. Bunun yanisira hastaliklar yalnizca gida kaynagina etki etmemektedir.
Gunlik gelir ve diger tarim faaliyetleri lizerinden tarim yapan insanlara da ekonomik
acidan olumsuz etkisi olmaktadir. Bu hastaliklarin 4 alt grubu hayvancilik Gretiminde
etkilidir [23]: Theileriosis, anaplosmosis [24], babesiosis ve cowdiosis [23]. Theileriosis
sigir, koyun, kegi, manda, deve ve diger bazi yabani hayvanlarda gorilen ekonomik
acidan onemli bir hastaliktir [25]. Hastalik siklikla, vektor kenelerin de aktiviteleriyle
uyumlu olan, yilin sicak aylarindan Mayis-Eylul aylari arasinda gorilmektedir [11], [26].
Theileriosis yiksek mortalite ve morbiditesinden dolayi ¢ok bliyik hayvan kayiplarina
[25], Uretimde azalmaya ve Ureme problemlerine neden olmaktadir [27]. Hastalik
Theileria annulata etkeni ile olusursa tropikal theileriosis ya da Mediterian theileriosis
olarak adlandiriimakta [27] ve Sekil 1.4'deki [28] haritada da gosterilen Gliney Portekiz,

ispanya, italya, Bulgaristan, Yunanistan, Tiirkiye, Giiney Rusya, Orta Asya, Yakin ve Orta



Dogu, Pakistan, Hindistan, Kuzey Dogu Cin gibi Ulkelerde yaygin olarak goézlendigi
bilinmektedir [29].

[ wnnaa |
| Tparva |

Sekil 1. 4 Theileria annulata'nin enfekte ettigi hayvanlarin bulundugu (lkelerin diinya
Uzerinde dagilimini gdsteren harita [28]

Hastaligin teshisi klinik bulgular ve kandan mikroskopik incelemeler, akut vakalarda ise
lenf nodil simirlerinin Giemsa ile boyanmasina dayanmaktadir. Theileriosisin klinik
bulgularinin arasinda ates, burun ve goz kayiplari, zayiflik, istahsizlik, solunumun
hizlanmasi, lenf nodillerinin genislemesi yer almaktadir. Hastalik, ilerleyen
donemlerde sarilik ve akut anemiye yol acmaktadir [26]. Klinik belirtisi az olan
enfeksyonlarda ise siklikla serolojik yontemler uygulanmaktadir. Ancak Theileria
turlerinin morfolojik yapilari benzer oldugu icin bu tirler arasinda ayirici tani
yapabilmek zordur. Uzun slire enfeksiyona maruz kalmis tasiyicilarda immiin cevapta
zayiflik oldugu ve ters reaksiyon verdigi icin serolojik testlerde yanhs pozitif ya da
negatif sonuclar gozlenebilmektedir. Son zamanlarda, epidemiyolojik calismalarda
tropikal theileriosisin teshisi icin kullanilan indirekt floresan antikor test (IFAT)'i gibi
geleneksel yontemlerden daha spesifik ve duyarli olan polimeraz zincir reaksiyonu

yontemi kullaniimaktadir [30].

Theileriosis enfeksiyonu (izerine Tiirkiye'de yapilmis olan bazi epidemiyolojik calismalar

bulunmaktadir [31], [30],[32], [33], [34], [35], [36].

Sayin vd.[31] 1990-1993 yillari arasinda Ankara iline bagh 12 kéyden toplanan 198
sigirda vektor kene ile T. annulata varligini géstermistir ve sigirlara tropikal theileriosis

teshisi konmustur. Mart ayinda 198 sigirdan toplanan kan ornekleri lizerinde yapilan
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analiz sonucunda %11,2 prevelans ve %10,6 seroprevelans gozlenmistir. 43 sigir
seropositiflik gdsterdigi ve piroplasma barindirdigi gerekcesiyle calismadan cikarilmis
ve 92 seronegatif sigir piroplasmosis gosterirken, 34 seronegatif olan sigir 7. annulata
icin seropozitiflik gostermistir. 3 sezon sonunda 1 sigira theileriosis tanisi konmus ve

tedavisinin yapildigini rapor etmislerdir [31].

Dumanli vd.[30] tarafinda yapilan ¢alismada Tirkiye’nin dogusunda bulunan Erzincan,
Malatya, Adiyaman, Diyarbakir, Mus, Kars, Erzurum, Sanliurfa, Van, Elazig ve Bingol
illerini iceren bdlgeden total kan, kan serumu ve kan simiri toplanmistir. PCR,
mikroskopik analiz ve indirekt floresan antikor testi (IFAT) ile yapailan analizler
sonucunda prevelans %37,8 ‘dir ve diger testlere gore daha duyarli olan PCR ile elde
edilmistir. IFAT ile yapilan testlerde seropozitiflik seviyesi %2,7 - %81,2 arasinda
degisiklik gostermis, seroprevelans ise Kars ve Erzurum illerinde c¢ok vyiksek

bulunmustur. 55 hayvana theileriosis teshisi konuldugunu rapor etmislerdir [30].

Karagenc vd.[32] tarafindan Aydin iline baglh 4 ilceden sigir kan 6rnekleri toplanarak IFA
testi ile seroprevelans calismasi yapilmistir. 590 sigir calismaya alinmis, bu
hayvanlardan 285'i asilanirken 305 tanesi kontrol grubu olarak birakilmistir. Dokuz ay
sliresince asilanmadan 6nce bir kez, asilandiktan sonra ise 4 kez olmak lzere toplamda
bes kez kan 06rnegi toplanmistir. Asili hayvanlarda IFAT makrosizont antijeni
kullanilarak gosterilen seropozitiflik Mart, Nisan, Haziran, Eylil, Aralik aylarinda
toplanan kan o6rneklerine gore sirasiyla su sekildedir: 32/285 (% 11,2); 247/261
(%94,6); 185/242 (%76,5); 83/211 (%39,3); 41/127 (%32,3). Kontrol grubunda ise
58/305 (%16,1); 93/277 (%33,6); 89/273 (%31,5); 74/235 (%31,8); 66/190 (%34,7)
oranlariyla gosterilmektedir. IFAT piroplasm antijeni kullanilarak yapilan seopozitfilik
sonucu asili hayvanlar igin: 36/285 (%12,6); 39/127 (%30,7); 71/211 (%33,7); 104/242
(%43,0); 163/261 (%62, olarak verilirken; kontrol grubu icin 57/190 (%30,0); 79/235
(%33,6); 67/273 (%24,5); 67/277 (%24,1); 58/305 (%16.1) oranlariyla gosterilmistir.
Calisma sonucunda tropikal theileriosise karsi kullanilan asinin %100 koruma
saglamadigl tespit edilmistir. Asilanan hayvanlarin 16'sinda klinik theileriosis gelistigi,
bunlardan 15'nin uygulanan tedaviye cevap verdigi; birinin ise oldigu gosterilmistir.
Makrosizont ve piropilazm antijenleri kullanilarak yapilan IFA testi sonucuna gore
antijenlere gore serolojik yanitta farkhliklara rastlandigi bildirilmistir. Hem asilanmis
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hem de kontrol gruplarinda asilama sonrasi piropilazmaya karsi seropozitiflik
makrosizonta karsi olan seropozitiflikten daha disik oranda oldugu gosterilmistir.
Hastaligin prevalansi agisindan bdlgelere goére farkliliklar saptanmasinin yanisira

ornekleme zamanin da hastaligin prevalansini etkiledigi gortlmustir [32].

Kaya vd.[33] yapmis oldugu calismada Antakya yoresinde theileriosis ve babeisosis
seroprevelansi belirlemistir. 214 sigir secilmis ve toplanan kan ornekleri IFAT ile analiz
edilmistir. Babesia sp.'ne rastlanmamasina karsin T. annulata 5 (2.33%) kan simirinde
belirlenmistir. Serumda ise antikor varligi olup olmadigi IFAT ile gosterilmistir. T.
annulata'ya karsi 24 serum ve B. bigemina'ya karsi 2 serum test edilmistir. B.
bovis ve B. divergen 'e karsi antikor tespit edilmemistir. Elde edilen bu sonuglara karsin
daha detayl olarak, molekiler biyolojik serolojik ve epdemiyolojik ¢alismlar

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir [33].

inci vd.[34] 1999 Nisan ve 2001 Kasim aylar arasinda, Kayseri, Nevsehir ve Nigde
illerini kapsayan Kapadokya boélgesinde 24 koydeki 16.000 sigirdan 554 tanesi
toplanaraik epidemiyolojik ¢alisma gerceklestirilmistir. Bu calismada toplanan sigirlar
asllanma durumlarina gore gruplandirilmis, mikroskopik analiz ve IFAT ile T.
annulata’nin varhgi arastirilmistir. 554 sigirin T. annulata prevelans degeri mikroskopik
analiz ile % 60, IFAT ile yapilan analizde % 67,5 elde edilirken, morbidite ve mortalite
yliksek bulunmustur. 554 sigirin 156’sinda akut tropikal theileriosis bulgusuna
rastlanmis ve 86 tanesi enfeksiyon kaynaklh olaarak 6lmustiir. Calisma sonucunda,
Kapadokya bdlgesinin theileriosis icin endemik bdlge oldugu gosterilmistir. Kapadokya,
kenelerin gelisimi icin uygun iklim ve ekosisteme sahiptir; bu nedenle kene kaynakli
hastaliklarin olusumu igin oldukga riskli bir bdlgedir. Yiksek prevelans ve dusilik
seroposzitiflik asih ve asisiz gruplar karsilastirildiginda, asinin etkisini agiklamaktadir
ancak asili gruptaki sigirlardan da enfeksiyona yakalanan hayvanlar oldugu icin asilarin

uygulanmasinda hatalar olabilecegi diistinilmektedir [34].

Aysul vd.[35] tarafindan Cine, incirova, Nazilli ve Merkez ilcelerini iceren Aydin ilinde
tropikal theileriosisin yayginhgl ve asilanan sigirlarda hastalik sezonu ve sonrasinda
olusan bagisiklik gosterilmis ve calisma 2001 Mart ve Aralik aylarini iceren sirecgte

gercgeklestirilmistir. Calismada 466 sigir kullanilmis; 236 tanesi asilanmig, 230 tanesi ise
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kontrol grubu olarak birakilmistir. Bir kere asilanmadan Once; 4 kere de asilandiktan
sonra hastaligin en sik gorildigi donemlerde toplam 5 kez kan ornegi alinarak
laboratuvarda gelistirilmistir. Calisma sonucunda asilanan hayvanlardan 10 tanesi,
asllanmayanlardan ise 12 tanesine theileriosis tanisi konmus ve mikroskopik analiz ile
de dogrulanmistir. Theileriosis tanilarinda asilanan ve asilanmayan gruplar arasinda
anlaml bir farklandirma yapilamamistir. Kan érnekleri incelendiginde ahir duvarindan
toplanan kenelerde farkh oranlarda enfeksiyona rastlanmistir. Ahirdan toplanan
kenelerin enfeksiyon ylizdeleri ise ilcelere gore farkhlik gostermektedir. Kenelerin cinsi
ise Hyalomma ve Rhiphicephalus olarak saptanmis, Hyalomma sayisinin ise daha fazla
oldugu gosterilmistir. Sonug¢ olarak Aydin ilinde T. annulata yayginhig gosterilmis,
prevelansi % 1,9 ile % 14,3 arasinda degistigi gosterilmistir. Asilanan sigirlarda % 100
koruma saglanamadigl belirlenmis, asih gruplardaki sigirlardan bir tanesi tedaviye
ragmen Olmdistlr. Bundan yola cikilarak asili ve asisiz hayvanlarda parazit bulunan
oranlar arasinda anlamh fark olusturulamamistir. Asilama yapilacak bdlgelerde
epoidemiyolojik verilerin arastiriimasi ve hayvan yetistirme sekilleri dikkate alinmasi

gerektigi tespit edilmistir [35].

Sevgili vd.[36] tarafindan gerceklestirilen calismada Sanliurfa yoresindeki Theileria
annulata ve Babesia bigemina seroprevelansi gosterilmistir. Toplanan 191 sigir kan
ornekleri IFAT ile analiz edilmistir. Serumlar analiz edildiginde 191 sigirin 19'unda
Theileria annulata, 17'sinde ise Babesia bigemina gozlemlenmistir. IFAT testi ile
antikor varliklari da tespit edilmistir. 138 sigir serumunda (% 72,25) T. annulata, 84

sigir serumunda (%43,97) ve B. bigemina tespit edilmistir [36].

Theileriosis kaynakli ekonomik kayiplar ise inci vd.[37] 1999-2001 yillarinda Nigde,
Nevsehir ve Kayseri illerinin bulundugu Kapadokya bdélgesinde 554 sigir igin yaptig
calismayla rapor edilmistir. Akut theileriosis 156 sigirda teshis edilmis, 86 tanesi
olmistur. Ekonomik kaybin ise 2 yil igin 598.133 $ oldugu tahmin edilmektedir.
Tropikal theileriosisten kaynaklanan ekonomik kayiplar; Gretimde kayip, hastalig
kontrol altinda tutabilmek igin yapilan harcamalar ve indirekt giderler olmak Uzere 3
ana parametreden olusmaktadir. Uretimde vyasanan kayiplar; mortalite ve
morbiditeden kaynakli kayiplar (sit, et tiretimi ) ve indirekt Gretim kayiplaridir. Kontrol
altinda tutabilmek icin yapilan harcalamalar ise kene 6lduricileri saglamak ve tedavi
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icin yapilan masraflardan olusmaktadir. indirekt kayiplar icinde sigorta icretleri ve
krediler bulunmaktadir. Tim bu masraflar ve kayiplar icinde en cok etkili olanlar 2006
Subat fiyatlarina gére morbidite oranlarindan kaynakli olanlar ve onu takip eden

hayvan olimleridir [37].

1.1.4 Theileria annulata’nin ilag Direnci

Shing vd 1993’te yayimladiklari makalede, tropikal theileriosis’e neden olan T. annulata
ile enfekte edilmis bir grup sigira oxytetracycline, halofuginone lactate, parvaquone ve
buparvaquone ilaglarinin uygulanmasi sonrasi sonuglari rapor etmislerdir. Uzun sireli
20 mg.kg™ oxytetracyline enjeksiyonu T. annulata’ya etki etmemistir. Halofugine
lactate 1,2 mg.kg™ uygulandiginda etkili olmus ancak istahsizlik, zayiflik gibi yan etkiler
de ortaya cikmistir. Parvaquone ise kas icine 20 mg.kg'1 verilmis ve baskilayaci bir etki
gbstermistir. Buparvaquone, kas icine 5 mg.kg™” ya da 2,5 mg.kg™ uygulandiginda T.
annulata’nin piroplasma ve sizontlari hizla elimine ettigi gosterilmistir. 5 mg.kg'1

buparvaquone uygulanan buzagilarda hizla iyilesme gozlenmistir [38].

Pasa S. ‘nin 2008 yilinda yapmis oldugu calismada ise theileriosis tanisi konulan
sigirlara kas ici 2,5 mg.kg™* buparvaquone uygulandiktan sonra tedavi dncesi ve sonrasi
klinik ve laboratuvar muayeneleri yapilmistir. Enfeksiyonlu sigirlarda tek doz kas ici
uygulanan buparvaquone antibiyotiginin etiyolojik, klinik ve laboratuvar incelemeleri
sonucunda etkili oldugu ancak kesin olarak dogrulama yapilabilmesi icin kontrol grubu
iceren benzer 6zellikte dogal enfekte hayvanlarin bulundugu genis kapsamli ¢alismalar

ile dogrulanmasi gerektigi rapor edilmistir [39].

Ancak tedavide etkili oldugu distnidlen ilaglardan biri olan buparvaquone'a T.
annulata’nin direng gosterdigi ilk kez 2010 yilinda rapor edilmistir. Tunus'ta yapilan
calisma in vivo olarak gergeklestirilen ilk galismadir ve parazitin antibiyotige direng
mekanizmasi oldugu gosterilmistir [40]. Theileriosis 1970'lere kadar etkili tedavi
olmamasi sebebiyle yliksek oranda 6liime neden olan bir hastalik olarak bilinmektedir.
Hidroksinaftokinon bileseni olan menoctone'nin anti-theilerial aktivitesinin kesfini, iki
aktif analog olan parvaquove ve buparvaquone gelistiriimesi takip etmis ve sigirlarda
Theileria enfeksiyonlarinin tedavisinde yiksek etki gostermistir. 1984-1987 yillarinda
arasinda Tunus'ta kullanilan Parvaquone (Clexon®, Wellcome Trust, London, UK) yerini
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1988 yilinda Buparvaquone (Butalex ®, Mallinckrodt, Hazelwood, MO, USA) birakmistir.
Buparvaquone'nin tanitiimasindan beri basarili kullanimlari ile % 12'ye kadar oliimlerde
dislis gozlenmistir. Naftokinonlara karsi Theileria annulata ve Theileria parva igin
literatlrde direng¢ rapor edilmemistir. Ancak atovaquone ila¢ direnci, naphtoquinone
Plasmodium ve Toxoplasma gibi protozoalar icin yapilandirilmis olup temel olarak
sitma tedavisinde kullanilmaktadir. Bu tirlerde mitokondriyal sitokrom b genindeki

mutasyon, atovaquone direncinin belirlenebilmesini géstermektedir[40].

Mhadhbi vd.[40], bu bilgiler dogrultusunda, Tunus'taki kiguk olgekli bir ciftlikte
caliasma gerceklestirmistir. 2-4 yasinda olan akut tropikal theileriosis semptomlari
gosteren 7 sigirt temmuz ayl boyunca gozlemlemislerdir. Giemsa ile boyali kan
simirlerinde T. annulata piroplasmlarinin varhginin gosterilmesi ile klinik teshis
dogrulanmistir. 7 sigir iki gruba ayrilmistir. 1-5 numarali ineklerden olusan grup 1
denekleri ciftlikte in situ olarak tedavi edilirken; 2 inekten olusan grup 2 denekleri
hastaneye transfer edilerek orada tedavi edilmistir. Grup 1'de hastalik olusumunda bir
iki glin icinde buparvaquone ile tedaviye baslanmis ve 2,5 mg.kg™ olacak sekilde 5.
hayvana iki doz onun disindakilere tek doz enjekte edildikten sonrasi klinik sartlarinda
degisim gosterilmeksizin, 48-72 saat sonrasinda 1-4 numarali hayvanlara ikinci
enjeksiyon yapilmistir. Tedavinin etkinliginin eksikligi sonucu olarak, inekler hematokrit
ve parazitemiyi ve klinik durumunun degerlendirilmesi icin haftada (¢ kez izlenmistir.
Hastaneye transfer edilen ikinci gruptaki 6 ve 7 numaral ineklere, hastalik bulgularin
saptanmasi sonrasi 72 saat icinde iki enjeksiyon buparvaquone tedavisi uygulanmis ve
7 numarali inege ikinci enjeksiyondan 48 saat sonra Uglincl enjeksiyon da verilmistir.
Grup 1'deki hayvanlar ile ayni antibiyotik tedavisi verilmis ve iki inek tedavinin ilk
guninden itibaren 11 ginlik sire boyunca ginlik olarak izlenmistir. Tedavi
sonucunda, 4 inek hayatini kaybetmis, 1 inek oOtaniziye maruz kalmis 3 inek ise
yasamini devam ettirmektedir [40]. Bu ¢alisma ile gelistirilen materyallerin
tamamlanmasi ile T. annulata'nin buparvaguone direncine ait genetik temelinin
belirlenmesi igin analiz edilmeye baslanmistir. Plasmodium falciparum [41],
Toxoplasma gondii [42] ve Pneumocystis carinii [43] gibi diger parazit sistemlerde

mitokondriyal sitokrom b geninin ubikinon-baglama bdlgesindeki mutasyonlar ve
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hidkrosinaftakinon direnci arasindaki iliski agik olarak gosterilmistir. Benzer bir

mekanizma T. annulata direncg olaylari icin sorumlu olabilecegi distinilmektedir [40].

2012 yilinda yayimlanan direng ile ilgili ikinci makalede ise iran'in giineyinde Fars ilinde
tropikal  theileriosis  hastaliginin  tedavi edilebilmesi icin  buparvaguone
enjeksiyonundan sonra hayvanlarda 6lim goézlendigi bildirilmistir [44]. Buparvaquone
etken ajaninin ilag baglanma bolgesinde olusturdugu mutasyonla iliskili olarak tedaviyi

sekteye ugratabilecegi rapor edimistir [40].

Sharifiyazdi vd.[44], Aralik 2010 ve Ocak 2011 arasinda, 24-64 aylik 8 iran inegi
kullanarak calismalarini gerceklestirmislerdir. Hayvanlarda goriilen semptomlar
arasinda ylksek ates, nazal bozukluk, g6z yasarmasi, tikrik salgilama, solunum
glcliugu, deri kalinlagsmasi, fazla géz yasarmasindan kaynaklh yiizde kege gibi saglarin
uzamasl bulunmaktadir. Hastalik 5 inege tek enjeksiyon buparvaquone tedavisi, 2 inege
iki enjeksiyon buparvaquone tedavisi yapilmasina karsin 7 inegin 6limiine yol agmistir.
Tedavi edilemeyen hayvanlardan alinan kandan genomik DNA izolasyonu yapilmis, PCR
ile sitokrom b geni icin tasarlanan primerle ile amplifikasyon gerceklestirilmistir. PCR
drinleri dizilenmistir. iliskili apikompleksan mitokondrial sitokrom b dizileri ile elde
edilen Theileria annulata dizileri c¢akistirilarak karsilastirilmistir.  Sigirlardaki
buparvaquone direncli parazitlerin mitokondriyal sitokrom b gen dizileri ila¢ baglama
bolgesindeki fonksiyonel olarak 6nemli iki mutasyonun varligini agiga c¢ikarmistir. 6
hayvanin Q, bdélgesindeki 325. adenin niikleotiti guanine; son hayvanin ise 697. sitozin
niikleotiti timine donlismustlr. Bu degsiklikler de korunmus bolgelerdeki serin 109'un
glisin amino asitine, prolin 233'lin serin amino asitine donlismesine neden olmustur.
Buna karsin buparvaquone tedavisi olmus hayvanlarda sitokrom b'de bu
mutasyonlardan hi¢ biri bulunmamis olmasi bu mutasyon bélgelerinin bupavaquone

direnci ile iliskili oldugunu ortaya koymustur [44].

Rapor edilen bu direng¢ mekanizmasi farkli etki mekanizmalarina sahip ilaglarin

gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.
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1.1.5 Theileriosisin Tedavisinde Kullanilabilecek Potansiyel Yeni ilag Hedeflerinin

Tespiti

Plasmodium ve Toxoplasma cinsi apikompleksanlari ile karsilastirildigi zaman,
Theileria'nin temel karbon metabolizmasi ile ilgili sinirli bilgi oldugu gorilmektedir.
Glikoliz ve sitrik asit dongisid tim Okaryotik hiicrelerde korunmus proteinlere
dayanmakta olup, glikolizde gorev alan 10 enzimi kodlayan genler Toxoplasma,
Plasmodium, Theileria ve Babesia gibi apikompleksanlarin genomunde yer almaktadir
[45]. Kiama vd.[46] tarafindan T. parva sizontlarinda glikoliz yolaginin 6nemini
belirlemek icin bazi enzimlerin aktiviteleri hesaplanmistir. Hekzokinaz, glukozfosfat
izomeraz, fosfofruktokinaz, aldolaz, fosfogliserat kinaz, enolaz ve pirlivat kinaz'in
aktivite degerleri sirasi ile 37,1, 98,8, 21,8, 80,9, 80,2, 50,3 ve 48,3 nmol/min/mg
protein olarak bildirilmistir. Bu sonuglar gozetilerek, glikolizin bu parazitlerde
fonksiyonel olabilecegi ortaya konmustur. Ayrica pirldvatin laktata indirgenmesini
katalizleyen laktat dehidrogenaz enziminin aktivitesi ise 100,4 nmol/min/mg protein
olarak belirlenmistir. T. parva sizontlarinda sitrik asit donglslindeki enzimlerin
cogunun aktivitesi disik bulunmustur [46]. Witschi vd.[45] sitrik asit dongustindeki
enzimlerin peptid eslesme sayilarinin glikolitk enzimlerden daha distk oldugunu
belirlemislerdir [45]. Gliserol kinaz ve a-gliserofosfat dehidrogenaz aktiviteleri sirasi ile
2,9 ve 1,0 nmol/min/mg protein olarak belirlenmistir. Bu enzimlerin aktivitelerinin
duslik olmasi Theileria'da gliserol metabolizmasinin olmadigini gostermektedir. Glikoz
6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi ise 3,8 nmol/min/mg proteindir. Bu aktivite degeri
Pentoz-fosfat yolunun olabilecegini distindirmektedir [46]. Theileria makrosizontlari
icin glikoliz metabolizmasinda asil etkili olan asamanin anaerobik yolak oldugu
sonucuna varilmistir. Glikoneogenezisin meydana gelmedigi, Kiama vd.[46] tarafindan
belirlenen sitrik asit donglsiinin aktifligi yani sira sizontlarda bu yolak ile enerji elde
edilmedigi ve gliserol metabolizmasinin da disik seviyede gergeklestigi sonucuna

varilmistir [45].

Organizmalarin temel metabolik aktiviteleri ¢ok benzerdir bu nedenle farkl
dokulardaki ve organizmalardaki enzimler benzer reaksiyonlari katalizlerler. Cesitli
fiziksel, kimyasal serolojik testlere bagl olarak birbirinden farkli organizmalardan alinan
enzimler incelendigi zaman ayni reaksiyonu katalizlemelerine ragmen yapisal olarak
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farkh olduklari bulunmustir. Protein sentezinin genetik kontrolinin gosterdikleri goz
oninde bulunduruldugunda, ayni tirdeki farkh genotiplerde ya da farkl tiirlerdeki
protein sentezinde veya homolog enzimlerin yapisindaki bu farkhlik strpriz degildir
[47]. Oldukga sasirtici olan, bazi enzimlerin tek bir organizmada degil tek bir dokuda
bile coklu molekiiler formda bulunabilmeleridir. Tek bir doku icinde farkh molekdil
turleri mevcut oldugu bildirilen enzimler arasinda esteraz, ribonikleaz, pepsin,
kimotripsin, tripsin, lizozim, sitokrom C, malat dehidrogenaz ve laktat dehidrogenaz

(LDH) yer almaktadir [47].

1.1.5.1 Laktat Dehidrogenaz Enzimi

Nikotinamid adenin dintkleotid (NAD) baglanma proteinleri yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu proteinler arkebakteriler, 6bakteriler ve maya, bitki, hayvan ve
insan gibi ylksek organizmalari da igeren ¢ok ¢esitli organizmalarda bulunmaktadir.
Enzimler, nikotinamid adenin dinlkleotid kofaktérininin baglanmasi ile merkezi
reaksiyonlari katalizlemektedir [48]. L-LDH hem kompleks hem de daha basit yapili
canlilarda 6nemli fonksiyonu olan kofaktér olarak NADH kullanan enzimdir [49]. LDH
anaerobik kosullarda enerji Uretimi saglayan canlilarda glikolizin devamini
saglamaktadir [50], [51]. 2-hidroksi asit oksidorediiktazlar ailesine ait olan LDH pirlivat-

laktat ve NADH-NAD" arasinda cift yonli reaksiyonu katalizlemektedir (Sekil 1.5) [51].

0 H O
H H
o + | |[ NH, — c—o0 CH, + + NH,
O CH, M + Q N
OH |
R R
Piriivat NADH L-Laktat NAD*

Sekil 1. 5 LDH"in cift yonli katalizledigi reaksiyon [51]

Képek baligi [52], domuz [53], [54], Bacillus stearothermophilus [55], Bifidobacterium
longum [56], Plasmodium falciparum [7] ve Plasmodium vivax [57] gibi bircok tirin
LDH'larinin kristal yapisi ve yapisal analizi kapsamli bir sekilde calisilmistir. Bu

proteinlerin aminoasit dlzeyinde eslestirmeleri yapildiginda farkhlik goérilmesine
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ragmen yiksek seviyede yapisal benzerlik oldugu gorilmustir [51]. Bu enzim genellikle
tetramer formuyla reaksiyonu katalizlemektedir. 4 alt birim iki domainin bilobal
yapisini olusturmaktadir [58]. Genis olan domaini bir ¢ift B a B a B motifi icermektedir
[51]. Bu motif klasik dintikleotid baglanma bolgesi ya da Rossmann katlanmasi olarak
adlandiriimaktadir. Motifin baslangicinda 30-35 amino asitlik finger print (Parmak izi)
olarak adlandirilan bir bélge bulunmaktadir. Bu bélge Rossmann’in inceledigi 4 enzim
icin de yiksek derecede benzerlik gostermektedir [48]. LDH (laktat dehidrogenaz),
MDH (malat dehidrogenaz), ADH (alkol dehidrogenaz ), GAPDH (gliseralaldehid-3-fosfat
dehidrogenaz) enzimlerinin dordinde de kofaktér ayni yonlendirme ve benzer
konformasyonla baglanmaktadir [48]. Kofaktoriin nikotinamid grubuna baglanmasi ile
substratin baglanmasi icin aktif cep olusmaktadir. Bu cep a/B karisimi baglanma
domaini ile ara ylizde olusmaktadir [51]. Substratin baglandig bu bdlge 163-247 ve
267-331 rezidiileri arasindadir. ikinci domain olan bélge 4 B tabaka ve 3 heliksten
olusmaktadir [51]. LDH’lar genellikle NADH’in baglanmasinin ardindan substratin
baglandig diizenli bir mekanizmayi takip etmektedirler [59]. LDH, NADH yoklugunda
substrat ile kompleks olusturmamaktadir [60]. Sekil 1.6’da laktat dehidrogenaz

enziminin reaksiyonu cift yonli katatlizlemesi sematize edilmektedir [61].

LDH
tNAD \\iNAD"
LDH:NADH LDH:NAD"

tpirtvat \ / + |aktat

LDH:NADH:piriivat ——— LDH:NAD"laktat
+H*

Sekil 1. 6 Laktat dehidrogenazin gift yonli katalizledigi reaksiyon [61]

1.1.5.2 Katalitik Mekanizmasi

Substrat eklenmesi ile ternari kompleks olusmakta ve aktif cebin yaklasik 10 A°
derinligine gomili olarak bulunmaktadir [58]. Substrata 6zglllGgind saglayan 95-113.

rezidlleri hareketli loop (halka) icermektedir. Substratin baglanmasindan sonra, bu
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bollim aktif bolgenin ayrilmasi ile kapanmaktadir. Nikotinamidin A zincirine hidrid
transferi ve histidin 195 tarafindan proton ¢ikarilmasi arjinin 109 ve aspartik asit 168
aminoasitleri yardimi ile gergeklesmektedir [51]. Arjinin 109, histidin 195’i aktive
ederek gecis durumunu stabilize etmektedir. Aspartik asit 168 histidin 195’in pK,
degerinin degisiminde gorevlidir [49]. Bu durum da sirasiyla tetrahedral oksianyonun
ve histidin protonlanmasinin stabilizasyonunu saglamaktadir. Arjinin 171 yan zinciri
substratin karboksil ucu ile iki hidrojen bagi kurmaktadir. Loop’un tekrar acilmasi NADH
ve prilivatin salinmasi ile gerceklesmektedir [59]. Sekil 1.7'de substrat LDH ile etkilestigi
histidin 195, aspartik asit 168, arjinin 171 ve threonin 246 rezidileri sematize

edilmektedir [62].

Sekil 1. 7 Substratin enzimin baglanma bdlgesinde etkilestigi rezidiler [62]

Sekil 1.8'de kofaktor merkezdeki B tabakanin sonunda yer alan oluga baglanarak
histidin 195, aspartik asit 168, arjinin 171 ve threonin 246 rezidileri ile aktif bolgedeki
katalitik geometriye katki sagladigi gorilmektedir. Ternari komplekste 99-110
rezidllerinden olusan aktif bolge loop'u arjinin 109 rezidiislinlin substratin karbonil

grubuna hidrojen bagi ile baglanmasiyla aktif bolgeyi kaplamaktadir [51].
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Sekil 1. 8 Kofaktor ve substratin enzimin baglanma bolgesinde etkilestigi rezidiiler [62]

1.1.5.3 Substrat inhibisyonu

LDH’larin  yaygin karakteristik ©6zelligi pirGvat tarafindan olusturulan susbstrat
inhibisyonuna duyarhhgidir. Memeli ve bakteriyel LDH’lari, yliksek substrat
konsantrasyonunda pirtivatin laktata indirgenmesi sirasinda inhibisyon gdstermektedir
[63]. Substrat inhibisyonunun kabul edilen mekanizmasina gére; piriivatin NAD"
salinmadan 6énce LDH-NADH binari formuna baglanmasi ile birlikte NAD" ve piriivat
arasinda kovalent bag olusmakta ve enzim bu forma sikica baglanmaktadir. Bu nedenle
NAD”nin yavas salinmasinin substrat inhibisyonundaki asil faktér oldugu
dislintlmektedir [59]. Substrat inhibisyonu olmayan ilk LDH 163. pozisyonda l6sin
bulunduran PfLDH olarak bildirilmistir [64].

Yapiya dayandirilmis ilag tasarim g¢alismalarinin bir 6rnegi Theileria paraziti ile ¢ok yakin
iliskili olan ve ayni filumda vyer alan Plasmodium’lar {izerinde yapilmistir.
Plasmodium’larin metabolizmasinda hayati 6neme sahip olan LDH enzimi klonlanmis
[65], protein Uretimi saglanmis (UK Patent application no: GB9622648.5) [66] ve
literatlrde ilk defa glikolitik bir enzimin (¢ boyutlu yapisi tanimlanarak [7] azol bazl
bilesiklerin, Plasmodium’larin LDH’In1 konak LDH’indan yaklasik olarak 100 kat daha

disilik konsantrasyonda inhibe ettigini gostermistir [67].
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Toxoplasma gondii LDH1 ve LDH2'de 163. pozisyonda metiyonin bulunmasina ragmen,
LDH2’de substrat inhibsiyonu gorilmemektedir. Metiyoninin karbonil oksijeni
nikoitnamid amid nitrojeni ile hidrojen bagi kurmaktadir. Metiyonin yan zinciri,
genellikle 163. poziyondaki Serinin O, molekiliine baglanan su molekiliniin
baglanmasini engellemektedir. Su molekili kofaktore affinite saglayarak, substsrat

inhibisyonunu arttirici ve ayrilmayi azaltici bir etki géstermektedir [59].

insan LDHA4 [63] LDHB4 [68] ve BsLDH’da [64] 163. pozisyondaki serinin ldsine

cevrilmesiyle substrat inhibisyonu ortadan kaldiriimistir.

Yapilmis olan literatlir arastirmasina gore Toxoplasma gondii LDH1 su ana kadar
calisilmis olan Apikomplexan LDH’lari arasinda substrat inhibisyonu gosteren tek LDH
enzim olup 163. pozisyonunda metiyonin bulundurmaktadir [59]. Theileria annulata
LDH'Inin da bu tez calismasinda ilk defa kinetik analizi gerceklestirilmis ve substrat

inhibisyonu analiz edilmistir.

1.2 Tezin Amaci

Onerilen tez calismasinin amaci, Theileria annulata'nin laktat dehidrogenaz enzimini
kodlayan genin intronlarindan arindirilarak tam uzunlukta klonlanmasi, ifade edilen
enzimin yiksek saflikta elde edilmesi, kinetik ve yapisal karakterizasyonu yapilarak
muhtemel ila¢ baglanma boélgelerinin belirlenmesi ile TalLDH'In yapiya dayandiriimis

ilag tasarimi yaklasimi icin hedef biyomolekiil olma potansiyelinin gosterilmesidir.

1.3 Hipotez

Theileria annulata’nin laktat dehidrogenaz enziminin yiksek verimde ve saflikta bir
prototip olarak Uretilmesinin theileriosisin tedavisinde kullanilabilecek yeni bir ilacin

enzimin yapisina dayandirilarak tasariminin éniind acacagi 6ngorulmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL YONTEM

2.1 Materyaller

2.1.1 Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Kalip DNA'y1 amplifiye etmek igin yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)'nda
kullanilan Long PCR Enzyme Mix ve tampon ¢ozeltisi, Thermo Scientific’den (ABD); Taq
DNA Polimeraz enzimi, tampon ¢ozeltisi ve MgCl, soliisyonu Fermantas'tan (Litvanya)

temin edilmistir.

Plazmid DNA izolasyonu icin kullanilan Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflastirma Kiti
ile PCR Urinlerini temizlemek ve jelden geri kazanmak i¢in kullanilan Wizard® SV Gel ve

PCR Clean-Up Kiti Promega’dan (ABD) saglanmistir.

Agaroz jel elektroforezinde yiritilen DNA'nin baz blyuklGgini belirlemek icin markir
olarak  kullanilan O’GeneRuler DNA Ladder Mix Fermantas (Litvanya),
konsantrasyonunu belirlemek igin kullanilan Lambda DNA/Hind IIl Digest markir ise

Amersham Pharmacia Biotech (ABD) firmalarindan temin edilmistir.

TaLDH’in ifade edilebilmesi igin kullanilan pLATE31 vektorl, tampon c¢ozeltisi ile T4
DNA Polimeraz ve EDTA iceren alLlCator vektor sistemi Thermo Scientific’'den (ABD)

temin edilmistir.

TaLDH enziminin saflastirilmasi igin kullanilan nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) agaroz

QIAGEN’den (Almanya) saglanmistir.
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ifade edilen ve saflastirilan proteinlerin, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi ile (SDS-PAGE) analizinde markir olarak Thermo Scientific (ABD)

tarafindan Uretilen Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder kullanilmistir.

Western blot analizinde birincil antikor olarak kullanilan PfLDH Antibody grubumuzun
onceki calismalari kapsaminda Uretilmistir [69] ve ikincil antikor olarak kullanilan

Blotting Grade Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) BioRad (ABD) firmasindan temin edilmistir.

Tez calismasinda kullanilan diger bitin kimyasallar BDH (Germany), Sigma (Germany),
Promega (ABD), Roche (isvicre) Merck (Almanya), Raedel de Haeume (Almanya)

firmalarindan temin edilmistir.

Amplifikasyon ve DNA dizileme igin kullanilan primerler iontek (Tirkiye) ve Biogen
(Tarkiye) firmalarindan temin edilmsitir. Klonlanan genlerin DNA dizilemesi ise Biogen

firmasina yaptirilmigtir.

2.1.2 ifade Vektorii

pLate31 ifade vektorinin 6 Histidin iceren C terminal bolgesi, ifade edilen proteinin
saflastirma sirasinda kolona afinitesini saglamaktadir. Sekil 2.1’de belirtilen vektor
Uzerinde gen ile ligasyonunu saglayan yapiskan uc¢ bolgeleri ve IPTG indiiklemesi ile

MRNA Uretimini saglayan T7 promotoér bolgesi bulunmaktadir [70].

pLATE31 vector

M nALIGEN o

>

l Bagluss

’ M8 nontcen + %

Sekil 2. 1 pLate31 ifade vektori [70]
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2.1.3 Eschericha coli Soyu

Etkili transformasyon icin ifade vektorindeki T7 promotoriine uygun T7 RNA
polimerazi iceren BL21 (DE3): fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS E. coli soyu

kullaniimistir.

2.1.4 Rekombinant DNA

Grubumuzda daha o6nce yapilmis olan tez calismasi kapsaminda TalLDH enzimi
intronlari uzaklastinilmadan pGEMT®-Easy vektorine klonlanmis ve dizi analizi
gerceklestirilmistir [71]. Yapilan bu ¢alismada, 6nceki tezde olusturulmus olan yabanil
tip TalLDH iceren rekombinant DNA plazmidi mini prep ile izole edilerek kalip olarak

kullanilmistir.

2.1.5 Primerler

Cizelge 2. 1 Tez gcalismasinda kullanilan primerler

Primer Adi Primer Dizisi Kullanim Amaci

Ta3 5’ CGCGCGGGATCCATGGCAAGAAATAATAAGAGG 3’ Genin 5' ucu primeri

Tad 5'TTTTCTGCAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGTTTAATGAG  Genin 3' ucu primeri

TGCTTCTAAACG 3’

Ta7 5’ TCCTTGATATTGTTCCAAATATTGGTGCTGGAAAATC 3’ Birinci intronu uzaklastirmak
icin tasarlanan 5' primeri

Tas8 5’ GATTTTCCAGCACCAATATTTGGAACAATATCAAGGA 3’ Birinci intronu uzaklastirmak
icin tasarlanan 3' primeri

Ta9 5’ CTGCATTGTTACTGCTGGGTTGGCAAAAGCACCTACA 3°  Ikinci intronu uzaklastirmak
icin tasarlanan 5' primeri

Talo0 5’ TGTAGGTGCTTTTGCCAACCCAGCAGTAACAATGCAG 3’ Ikinci intronu uzaklastirmak

icin tasarlanan 3' primeri
TalLDHLICF 5’AGAAGGAGATATAACTATGGCAAGAAATAATAAGAG 3’ Genin ifade vektoriine
aktarilmak icin tasarlanan 5'
ucu primeri
TalDHLICR 5 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTTAATGAGTGCTTC 3’ Genin ifade vektoriine
aktarilmak icin tasarlanan 3'

ucu primeri
TalDHAGF 5'GATTACGAACCCGATGGGCGTGATGGTGCATTTG 3’ Birinci mutasyonu diizeltmek
icin tasarlanan 5' primeri
TaLDHAGR 5'CAAATGCACCATCACGCCCATCGGGTTCGTAATC 3’ Birinci mutasyonu diizeltmek
icin tasarlanan 3' primeri
TalDHATF 5'GGAAGTGTAATTGGAGTACATGGAGACAGTATG 3’ ikinci mutasyonu diizeltmek
icin tasarlanan 5' primeri
TaLDHATR  5'CATACTGTCTCCATGTACTCCAATTACACTTCC 3’ ikinci mutasyonu diizeltmek

icin tasarlanan 3' primeri
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2.1.6 Deneylerde Kullanilan Cihazlar
Su Banyosu- Kerman
Calkalamali inkiibatér- GFL
pH Metre- CyberScan
Ultrasonikasyon- Bandelin
Mikrodalga Firin- Beko
Etuv- Binder
Hassas Terazi- Ohaus
Buz Makinasi- Optic Ivymen System
Distile Su Cihazi- GFL
Otoklav- Systec
-20 °C Buzdolabi- Beko
+4 °C Buzdolabi- Beko
-80 °C Buzdolabi- Heto
Kabin
Mikrosantrifij- Sigma
Sogutmali Santrifiij- Sigma
UV Visible Spektrofotometre- Thermo Scientific
Termal Dondirlici- Eppendorf
Vorteks- Heidolph
Sarzli Pipet Unitesi- Hirschmann
Manyetik Karistirici- Heidolph
Dikey Elektroforez Sistem- BioRad
Galkalayici — Labn

PCR Calisma Kabini- Esco
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Yatay Elektroforez Sistem- BioRad
Yatay Elektroforez Sistem

Jel Goriintileme Sistemi- BioRad
Trans-Blot Semy-Dry- BioRad

Bilgisayar- LG

2.1.7 Bakteriyolojik Gelisim icin Besiyerleri ve Soliisyonlar

LB (Luria-Bertani) Sivi Besiyeri

Maya Ekstrakti 5g/l
Tripton 10 g/l
NaCl 10 g/I

Otoklav ile 121 °C'de sterilizasyon yapilir.

LB (Luria-Bertani) Agar

Maya Ekstrakti 5g/l

Tripton 10 g/l
NaCl 10 g/
Agar 15 ¢/l

Otoklav ile 121 °C'de 15 dakika sterilizasyon yapilir.
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SOC Medium (25 ml)

Maya Ekstrakti 0,5¢g
Tripton 0,125¢g

1 M NacCl 0,25 ml

1 M KCl 0,0625 ml
2 M Mg*? Cozeltisi 0,25 ml

2 M Glikoz 0,25 ml

Bacto tryptone, bacto yeast extract, 1 M NaCl ve 1 M KCI tartildiktan sonra 22 ml'ye
kadar distile su eklenerek otoklav ile 121 °C'de sterilize edilir. Sicakligi oda sicakhgina
ulastiktan sonra 2 M Mg*? ve 2 M Glikoz ¢6zeltileri eklenir. pH 7 ve son hacim 25 ml

olmalidir.

2.1.8 Stok Soliisyonlar ve Tamponlar

Amfisilin (100 mg/ml)
Stok amfisilin 1 ml’ye 100 mg olacak sekilde sulandirilir ve filtre ile sterilize edilir.

Hazirlanan tampon -20 °C'de saklanir.

X-GAL (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranosid)

0,02 g X-Gal, 1 ml N,N-dimetilformamid (DMF) icersinde ¢6zilerek 20 mg/ml stok X-Gal

cozeltisi hazirlanir ve filtre ile sterilize edilir. Hazirlanan tampon -20 °C'de saklanir.

IPTG (izopropil-B -D- tiyogaltopiranosid)

100 mM 1,5 ml stok IPTG icin 35,74 mg IPTG tartihr ve distile su ile 1,5 ml'ye

tamamlanur. Filtre ile sterilize edilir. Hazirlanan tampon -20 °C'de saklanir.
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50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tampon Cozeltisi (100 ml)

Trizma Base 24,2 g
Asetik Asit 5,71 ml
1 M EDTA (pH 8.0) 50 ml

Elde edilen karisim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir. Calisma sirasinda distile su ile 1

X TAE'ye seyreltilir. Hazirlanan tampon karanlik ortamda saklanir.

EtBr-Agaroz Jel icin Ornek Uygulama Tamponu (EtBr-SAB) (10 ml)

Sikroz 4g

2 M Tris-HCI 0,5 ml
0.5 M EDTA 2 ml
Bromfenol mavisi 4mg

CaCl;, Cozeltisi (100 ml)

100 mM CaCl,.2H,0 1,4702 g
5 mM MgCl,.6H,0 0,10165¢g
5 mM Tris HCI (pH: 7.6) 0,5 ml

Stok 1 M Tris-HCI (pH: 7.6)’den 0,5 ml eklenerek son konsantrasyon 5 mM olacak

sekilde ayarlanir. Elde edilen ¢ozelti 121 C’de otoklav ile sterilize edilir.
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Mg*? Stok Cozeltisi (100 ml)
MgS04.7H,0 24,65

Yukarida verilen kimyasal maddelere distile su eklenerek 100 ml’ye tamamlanir. Filtre

ile sterilize edilir ve +4 °C’de saklanir.

Glikoz Stok (100 ml)
Glikoz 36¢g

Tartimi yapilan glikoz 100 ml distile suda ¢oziildikten sonra filtre ile sterilize edilir ve

+4 °C’de saklanur.

Kristal Viyole (CV) Cozeltisi

Distile su ile 5 mg/ml stok ¢ozeltisi hazirlanir ve karanlik ortamda saklanir.

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

Gliserol 500 pl/ml
1X TAE 500 pl/ml
Kristal viyole (stok 5 mg/ml) 10 pl/ml

Hazirlanan tampon karanhk ortamda saklanir.

% 30 Akrilamid/Bis Calisma Cozeltisi (30 ml)

Akrilamid 8,7¢g
N, N'-Metilen-Bis-Akrilamid 0,3g
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%10 Amonyum Persiilfat Cozeltisi

30 mg amonyum persiilfat Gzerine 300 ul distile su eklenerek hazirlanmaktadir.

SDS-PAGE Ayirma Jeli (%12)

dH,0 3,35 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 ml
%10 SDS 100 pl
%30 Akrilamid/Bis 4 ml

% 10 Amonyum Persilfat 75 ul
TEMED 15 pl

SDS-PAGE Yiikleme Jeli (%4)

dH,0 3,05 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml
%10 SDS 50 ul
%30 Akrilamid/Bis 0,65 ml
% 10 Amonyum Persdlfat 30 ul
TEMED 6 ul
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SDS-PAGE Ornek Uygulama Tamponu (SDS-SAB) (10 ml)

% 10 SDS 1g

0.5 M Tris HCI (pH: 6.8) 06g

% 5 Gliserol 0.5 ml

% 25 B-Merkaptoetanol 0.25 ml
0.005 g

% 0.05 Bromfenol mavisi

5X SDS-PAGE Tank Tamponu

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

Distile su ile 1x’e seyreltilerek ¢alisma sollisyonu hazirlanir.

Protein Boyama Cozeltisi
% 0,1 Coomassie Brillant Mavisi
% 40 Metanol

% 10 Glasiyal Asetik Asit

Boya Uzaklastirici Cozelti
% 5 Metanol

% 7 Asetik Asit

Boya uzaklastirici ¢ozeltisi kullanildiktan sonra aktif karbon ile muamele edilerek
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Coomassie Brillant mavisinin ¢okeltilmesi saglanir. Cozelti, filtre kagidi ya da pegete ile

stiztlerek tekrar kullanilabilir.

Transfer Tamponu

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

PBS (Phosphate Tamponed Saline)

0,15 M NacCl 900 ml/I

0,1 M Na,HPO, (pH: 7.4) 100 ml/I

PBS Tween 20

PBS 1000 ml

Tween 20 2 ml

% 5’lik Siit tozu

Yagsiz sit tozu 5g

PBS Tween 20 100 ml'ye tamamlanir.
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0,5 M KH,PO,/Na,HPO, (pH: 7.5) Tampon Cozeltisi
0,5 M NayHPO4 (pH: 7.5)

0,5 M KH,PQq, ile pH ayarlanir.

Aktivite Tayini icin Stok Substrat Sollisyonu

0,5mM pirlivat ¢ozeltisi distile su ile hazirlanmaktadir.

Aktivite Tayini icin Stok Kofaktor Soliisyonu

0,05mM B-NADH ¢ozeltisi distile su ile hazirlanmaktadir.

Kinetik Olgiim icin Stok Substrat Soliisyonu

Konsatrasyonu 2,916 M olan pirlivat ¢ozeltisi hazirlanarak; 4 mM, 6 mM, 12 mM, 18
mM, 54 mM 162 mM, 243 mM 486 mM 972 mM 1,458 M olacak sekilde seyreltilen
farkli konsatrasyonlardaki substrat cozeltilerinin 1 ml hacmindeki reaksiyonda
konsantrasyonlari sirasiyla 0,016 mM, 0,024 mM, 0,048 mM, 0,072 mM, 0,144 mM,
0,216 mM, 0,432 mM, 0,648 mM, 0,972 mM, 1,296 mM, 1,944 mM, 2,332 mM, 2,916
mM, 3,888 mM, 5,832 mM, 11,664 mM, 20,412 mM, 49,572 mM olarak

hesaplanmistir.

Kinetik Olgiim icin Substrat Calisma Soliisyonu

0,05 mM B-NADH ¢ozeltisi distile su ile hazirlanir.

Kinetik Olgiim Tamponu

50 mM Trizma Base ve 50 mM KCl igeren ¢6zeltinin pH'si 7,5'dir.
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Lizis Tamponu (1 1) (pH : 8.0 ve 7,5)

50 mM NaH,P0q4
300 mM Nacl

10 mM imidazol

Yikama Tamponu (1 1) (pH : 8.0 ve 7,5)

50 mM NaH;PO,

300 mM NacCl

20 mM imidazol

Eliisyon Tamponu (11) (pH : 8.0 ve 7,5)

50 mM NaH;PO,4

300 mM NacCl

250 mM imidazol

6,00 g NaH,PO4 (MW 119,99 g/mol)
17,54 g NaCl (MW 58,44 g/mol)

0,68 g imidazol (MW 68,08 g/mol)

6,00 g NaH,PO, (MW 119,99 g/mol)

17,54 g NaCl (MW 58,44 g/mol)

1.36 g imidazol (MW 68.08 g/mol)

6,00 g NaH,PO, (MW 119,99 g/mol)

17,54 g NaCl (MW 58,44 g/mol)

17 g imidazol (MW 68.08 g/mol)
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2.2 Yontem

2.2.1 Yonlendirilmis Mutagenez ile Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Gen

Dizisinden intronlarin Uzaklastirilmasi

Grubumuzda daha o6nce klonlanan 1591 baz citflik Theileria annulata'nin laktat
dehidrogenaz (TalLDH) enzimini kodlayan gen dizisi, diger laktat dehidrogenaz gen
dizileri ile cakistinldiginda farklihk gorilmis ve dizide klasik intron baslangici ve
sonlandirici nikleotitleri tespit edilerek iki intron varhgi gosterilmistir [71]. Bu tezin ilk
calismasi tespit edilen iki intron bdlgesinin uzaklastirilmasidir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu temeline dayandirilarak yapilan yonlendirilmis mutagenez protokoli ile
tespit edilen intronlar uzaklastiriimistir. Yonlendirilmis mutagenez methodu Turgut-
Balik vd.[66] makalesinde tanimlanan protokol esas alinarak yapilmistir. Birinci olarak,
iki fragman Cizelge 2.2'de tanimlanan bilesenlerle, 94 °C 'de 1,5 dakika, 58 °C 'de 2
dakika, 72 °C 'de 2 dakika 20 déngiiden olusan reaksiyonla elde edilmistir. Sonraki
adimda elde edilen fragmanlar Cizelge 2.3'te tanimlanan bilesenler ile iki adimda
birlestirilmistir. 94 °C 'de 2 dakika, 50 °C'de 1,5 dakika ve 72 °C 'de 2 dakika 7 déngiiyii
takiben primerlerin eklenmesi ile 94 °C'de 1,5 dakika, 55 °C'de 1 dakika, 72 °C'de 2,5

dakika 20 d6ng ile amplifikasyon tamamlanmaktadir.

Cizelge 2. 2 Birinci intronu uzaklastirmak amaci ile fragman 1 ve 2'nin elde edildigi PCR

bilesenleri
Fragman 1 Fragman 2

Bilesen Hacim Bilesen Hacim
dH,0 334l dH,0 334l
10x Long PCR Tampon 5ul 10x Long PCR Tampon 5 ul
(+MgCly) (+MgCly)
dNTPmix 10 mM 5ul dNTPmix 10 mM 5 ul
Ta3  20umol/ ul 2,5ul Ta7 20umol/ pl 2,5ul
Ta8 20umol/ pl 2,5 ul Ta4 20umol/ pl 2,5 ul
TalLDH 1,5 ul TalLDH 1,5 ul
Long PCR Enzyme mix 0,5 ul Long PCR Enzyme mix 0,5 ul

50 pl 50 ul
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Cizelge 2. 3 Fragman 1 ve 2 'nin birlestirme reaksiyonu igin gerekli olan PCR bilesenleri

7 DONGU 20 DONGU

Bilesen Hacim Bilesen Hacim
dH,0 15,8 pl dH,0 14,5 pl
10x Long PCR Tampon 2,5ul 10x Long PCR Tampon 2,5l
(+MgCly) (+MgCl,)

dNTPmix 10 mM 2,5 ul dNTPmix 10mM 2,5 ul
Fragman 1 2.7 ul Ta3  20umol/ pl 2.5 ul
Fragman 2 1ul Ta4  20pmol/ pl 2,5 ul
Long PCR Enzyme mix 0,5 ul Long PCR Enzyme mix 0,5 ul

25 ul 25 ul

ikinci intronun cikarilmasi Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5'te tanimlanan bilesenler ve birinci

intron ¢ikarilmasi icin tanimlanan kosullarin tekrari ile gerceklestirilmistir.

Cizelge 2. 4 ikinci intronu uzaklastirmak amaci ile fragman 1 ve 2'nin elde edildigi PCR

bilesenleri
Fragman 1 Fragman 2

Bilesen Hacim Bilesen Hacim
dH,0 33 ul dH,0 33 ul
10x Long PCR Tampon 5ul 10x Long PCR Tampon 5ul
(+MgCl) (+MgCly)
dNTPmix 10 mM 5ul dNTPmix 10 mM 5 ul
Ta3  20umol/ pl 2,5ul Ta9 20umol/ ul 2,5ul
Tal0 20umol/ pl 2,5ul Ta4 20umol/ pl 2,5 ul
TaLDH 1,5 ul TaLDH 1,5 ul
Long PCR Enzyme mix 0,5 ul Long PCR Enzyme mix 0,5 ul

50 pul 50 ul

Cizelge 2. 5 Fragman 1 ve 2'nin birlestirme reaksiyonu icin gerekli olan PCR bilesenleri

7 DONGU 20 DONGU

Bilesen Hacim Bilesen Hacim
dH,0 15,8 pl dH,0 14,5 pl
10x Long PCR Tampon 2,5 ul 10x Long PCR Tampon 2,5 ul
(+MgCl,) (+MgCl,)

dNTPmix 10 mM 2,5 ul dNTPmix 10mM 2,5 ul
Fragman 1 2.7 ul Ta3  20umol/ pl 2.5 ul
Fragman 2 1ul Ta4  20pmol/ pl 2,5 ul
Long PCR Enzyme mix 0,5 ul Long PCR Enzyme mix 0,5 ul

25 pl 25 ul

Yapilan mutagenezler ile elde edilen PCR Urinleri kristal viyole jelde yiritilerek

saflastirilmis, etidyum bomir jelde vyiritilerek dogru blylklikte olduklar

gosterilmistir.
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2.2.1.1 PCR iriinlerinin Kristal-Viyole Jelde Yiirutiilmesi ve Saflastiriimasi

Hazirlanan hacimde 1xTAE tampon icerisinde %1'lik olacak sekilde agaroz ¢6ziilmustir.
Kristal viyole eklendikten sonra mikrodalgada kaynatilarak homojen hale gelen ¢ozelti,
taraklarin oldugu tepsiye dokilerek donmasi saglanmistir. Hazirlanan jel elektroforez
tankina yerlestirilmis ve Uzerine tank tamponu eklenmistir. Yiikleme tamponu ilave
edilen 6rnekler kuyucuklara yiklenmis; 30 mA'de yaklasik 10 dakika ytratilmustir
[72]. Beyaz 151k altindan gorintiilenen jelden uygun bantlar kesilerek, Wizard® SV Gel

ve PCR Clean-up sistem protokoliine gore saflastirma islemi gerceklestirilmistir [73].

2.2.1.2 PCRiiriinlerinin Etidyum-Bromiir Jelde Yiiriitiilmesi ve Saflastiriimasi

500 ile 10.000 baz cifti arasindaki DNA'yl gorintuleyebilmek igin %1 agoroz igeren
etidyum bromdr jel hazirlanmaktadir. %1'lik konsantrasyonda olacak sekilde agoroz
tartilmis ve 1xTAE icinde c¢ozlilmustiir. Homojen karisim elde edilecek sekilde
mikrodalgada kaynatilmistir. Etidyum bromir eklendikten sonra tepsiye dokulip
donmasi saglanmistir. Yikleme tamponu eklenen PCR ornekleri tank tamponu iceren
elektroforez tankindaki jele yliklenmistir. 40-50 mA'de 1,5 saat yurttilen jeldeki DNA
bantlari 254-312 nm dalga boyunda ultraviyole transilluminatoriinde goriintiilenmistir

[72].

TalDH genindeki intronlarin uzaklastirildigi genin 5’ ucu primeri kullanilarak dizileme

ile gosterilmistir.

2.2.2 intronlan Uzaklastirilan Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini

Kodlayan Genin ifade Vektoriine Aktarilmasi

aLlCator LIC (Ligase Independent Cloning) Klonlama ve Ekspresyon Kit sistemi ligaz
enziminden bagimsiz olarak hizli bir sekilde ekspresyon vektoriine klonlama islemine
dayanmaktadir. LIC islemi, restriksiyon enzimleriyle kesim ve ligasyon basamaklarini
elimine ederek yiksek verimde klonlama saglamaktadir. Bunun icin 6ncelikle protokole
uygun olarak tasarlanan 5’ ve 3’ primerleri ile ilgili genin amplifikasyonu yapilmaktadir.
Sisteme uygun primerler ile amplifiye edilen gen protokoldeki ligasyon islemi icin

kullanilmaktadir. LIC sistemindeki T4 DNA polimeraz enzimi 5'->3' polimeraz aktivitesi
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ve 3'-5' ekzoniklaz aktivitesine sahiptir. Ekzonikleaz aktivitesi, polimerizasyon devam
ederken DNA’nin 3' ucundaki dNTP'leri kontrol ederek hata duzeltmektedir. LIC
protokoll, sarmaldaki ilk sitozin olusumunu dengelemek amaci ile sadece dGTP
icermektedir (Sekil 2.2). Uzama reaksiyonunun ardindan vektére aktarilan hedef gen

transformasyona hazir hale gelmektedir [70].

i

T4 DNA Polymerass
+ dGTP

ATG

GATA

TAATG

Sekil 2. 2 T4 DNA polimeraz ve dGTP ile ilgili genin yapiskan uglarinin olusturulmasi [70]

2.2.2.1 allCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) Sistemine

Uygun Primerlerin Tasarlanmasi

Primer tasarimi, kitte pLATE31 icin verilen kalip diziler kullanilarak gerceklestirilmistir.
Primerin 5' ucu vektore spesifik dizi icerirken, 3' ucuna ilgili genin 5' ve 3' uglarindan

diziler ilave edilmistir.
pPLATE31 5’ primer dizayni: 5'- AGAAGGAGATATAACTATG- hedef gene spesifik dizi 3'

pPLATE31 3’ primer dizayni:5'-GTGGTGGTGATGGTGATGGCC-hedef gene spesifik dizi 3'

2.2.2.2 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin ifade

Vektoriine Aktarilmak Uzere Sisteme Spesifik Primerler ile Amplifikasyonu

intronlari uzaklastirilan genin aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal
His-tag) sistemine alt klonlanmasi igin, tasarlanan 5' ve 3' primerleri ile amplifiye
edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle Cizelge 2.6'da verilen bilesenler ile Tag Polimeraz

enzimi kullanilarak amplifiasyon gergeklestirilmistir.
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Gizelge 2. 6 TaLDH genini amplifiye etmek icin kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim
dH,0 30 pl
10x PCR Tampon 5ul
25 mM MgCl, 3
10 mM dNTPmix 5ul
20umol/ ul 5' primeri 2,5 ul
20umol/ ul 3" primeri 2,5ul
Kalip DNA 1,5 ul
Enzim 0,5 pl
50 pl

2.2.2.3 LIC Reaksiyonu ve Rekombinant Plazmid DNA’larin E. coli BL21 (DE3)

Hiicrelerine Transformasyonu

LIC reaksiyonunda kullanilacak kalip DNA miktari aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon
Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemi protokoliinde verilen tablodaki niikelotit uzunluguna
gore belirlendikten sonra Cizelge 2.7'de miktarlari verilen bilesenler karistirilarak

yapiskan uglarin olusmasi saglanmistir.

Cizelge 2. 7 TaLDH geninde 5’ ve 3’ yapiskan uglari olusturmak igin gerekli olan
reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim
5x LIC Tampon 2 ul
PCR product 0,1 pmol
Water Nuclease Free 9 ul'ye kadar kullanilabilir
T4 DNA Polimerase 1l
10 pl

Reaksiyon karisiminin 3-5 saniye vortekslenmesinin ardindan termal déndiriictide 25
°C'de 5 dakika bekletilmistir. 0,6 ul 0,5 M EDTA reaksiyonun durmasi icin karisima
eklenmistir. Enzim ile muamele edilmis PCR Uriinlne uzama reaksiyonunun baslamasi
icin 1 pl pLATE31 vektori eklenmistir. 3-5 saniye vortekslenmesi sonrasinda termal
déndiriciide 25 °C'de 5 dakika bekletilmesinin ardindan transformasyon icin

kullaniimistir.

-80 °C'deki E. coli BL21 (DE3) stogundan LB Agar petriye siirme ekimi yapilmistir. Bu
petriden secilen tek koloninin 5 ml'lik LB sivi besiyerine ekimi yapilmistir. 37 °C'de 180

devir hizda 16 saat c¢alkamali inkibatorde inkiibasyonu vyapilmistir. Gelistirilen
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kiltirden 500 pl alinarak 50 ml'lik LB sivi besiyerine aktarimi yapilmistir. 37 °C'de 180
devir hizda, UV visible spektrofotometrede 600 nm'de optik yogunluk (OD) absrobansi
0,3-0,4 degerine gelinceye dek gelistirilmistir. OD 'si gelen hiicreler ikiye bolinerek +4
°C'de 5000 devir hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatantlar dékilen pelletler
25 ml CaCl; ile ¢dzilmustir. 30 dakika buzda bekletilen hiicreler, +4 °C'de 5000 devir
hizda 5 dakika daha santrifiijlenmistir. Stipernatanti dékilen pelletler 1 ml CacCl, ile
¢Ozlldiikten sonra 2 saat buzda bekletilmistir. Elde edilen kompetan hiicreler

transformasyonda kullaniimistir [72].

LIC reaksiyon Orneginin yaklasik 12 ul'sinin Gzerine 200 ul hazirlanan E. coli BL21 (DE3)
kompetan hicreleri eklendikten sonra 4-6 kez ters yuz edilmistir. Hlcre porlarinin
aciimasi icin dnce 30 dakika buzda bekletilip ardindan 42 °C'de 90 saniye IsI sokuna
maruz birakildiktan sonra 2 dakika buzda bekeltilmistir. 800 pul SOC Medium eklenip 4-6
kez ters yiz edilen karisim 30 dakika 37 °C bekletilmistir. Amfisilin iceren LB Agar
petrilere farkli hacimlerde hiicre ekimi gerceklestirilmistir. 37 °C'de gece boyu inkiibe

edilmistir [72].

2.2.2.4 Klonlanan TalLDH Enzimini Kodlayan Genin Koloni PCR Metodu ile Kontolii

Transformasyonun kontroll icin koloni PCR yontemi kullanilmistir. Petrilerde olusan
beyaz tek kolonilere kirdanla dokunularak amfisilin iceren LB sivi besiyerine ekimi
yapilmis ve 37 °C'de 180 devir hizda calkalamali inkiibatérde 16 saat inkiibasyonla
gelisimi saglanmistir. Gelistirilen kaltirlerden 100 ul alinarak 13000 devir hizda 7
dakika satriflij edilmistir. Stipernatanti dokiilen pellet 100 ul dH,0 ile ¢oziilerek 10
dakika kaynayan su buharinda bekletilmistir. Son olarak 13000 devir hizda 15 dakika
satrifjlenmesi ile olusan stipernatanttan 10 pl kullanilarak Cizelge 2.8'de bilesenler ile
PCR rekasiyonu gerceklestirlmistir. Enzim eklenmeden 95 °C'de 5 dakika 6n
denatiirasyon yapilmis, enzim eklendikten sonra 94 °C'de 1,5 dakika, 44 °C'de 2 dakika
ve 72 °C'de 2 dakika'lik 25 déngiide koloni PCR tamamlanmistir. Pozitif olan koloniler

gliserol stogu yapilarak -80 °C'de muhafaza edilmistir.

39



Cizelge 2. 8 Koloni PCR bilesenleri

Bilesenler Koloni Kontrol
dH,0 21 pl 30 ul
10XTampon 5ul 5ul
5 mM MgCl, 3ul 3ul
10 mM dNTPs 5ul 5ul
5' Primer 20 pmol 2,5 ul 2,5 pl
3' Primer 20 pmol 2,5 ul 2,5 ul
Kalip DNA 10 pl 1ul
Enzim 1ul 1ul

50 ul 50 ul

2.2.3 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enziminin Ekspresyonu

-80 °C derin dondurucu icinde TalLDH genini iceren pLATE31 ifade vektérinin
bulundugu E. coli BL21 (DE3) hiicreleri ile icinde gen bulundurmayan negatif kontrol
olarak kullanilacak olan bos E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin LB Agar petrilere siirme
ekimi yapilmistir. 37 °C'deki 16 saat inkiibasyon sonrasinda olusan tek kolonilerden biri
secilerek; gen bulunan E. coli hiicreleri amfisilin iceren 5 ml'lik LB sivi besiyerine, gen
bulunmayan bos E. coli hiicreleri ise amfisilin icermeyen 5 ml'lik LB sivi besiyerine
pasajlanmistir. 37 °C'de 180 devir hizda calkalamali inkiibatérde gece boyu
inkiibasyonu yapilmistir. Gelisen gen iceren kiiltirden 1000 pl alinarak amfisilin iceren
100 ml LB sivi besiyerine pasaji yapilirken, bos hiicre bulunan kiltlirden 1000 ul
alinarak 100 ml LB sivi besiyerine pasajlanmistir. 37 °C'de 180 devir hizda calkalamali
inkiibatorde UV visible sprektrofotometre ile 600 nm'de yapilan o6lcimde optik
yogunluk (OD) absorbanslari 0,6'ya ulasincaya dek inkiibe edilmistir. ODgyo 0,6 'ya
ulasinca 50 ml icin 0,5 mM olacak sekilde IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside)
indiklemesi yapilmistir. Her iki kaltir grubu igin de 50 ml indiklenmis 50 ml
indiiklenmemis kiltiirler bulunmaktadir. indiikleme sonrasi sicaklik 25 °C'ye
diistirilmustir. indiiklemeden itibaren, 3 saat, 5 saat, ve 16 saatlik bekleme siirelerinin
ardindan alinan 3 ml érnekler +4 °C 'de 5000 devir hizda 20 dakika santrifiij edilmistir.
Supernatantlarin atildig pelletler sonikasyon tamponu olarak kullanilan 500 pl 50 mM
Tris-KCl (pH 7,5) icinde ¢ozllerek 10 saniye sonikasyon 20 saniye bekleme siirelerinden
olusan toplam 6 déngiide 3 dakika boyunca sonike edilmistir. Olusan érnekler +4 °C 'de
14.000 devir hizda 20 dakika santriflj edilmistir. Elde edilen slipernatant ve pelletler

ayri tiplere hazirlanmistir [74].

40



2.2.4 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell’e ait jel elektroforez sistemi kullanilarak
hazirlanmistir. SDS-PAGE yapiminda kullanilan %12'lik ayirma jeli ve %4'lik yikleme jeli
bilesenleri asagida verilmektedir. Dikey sistemde %12 ayirma jeli altta, %4'luk yikleme

jeli Gstte polimerlestirilmistir. [75].

SDS-PAGE Ayirma Jeli (%12)

dH,0 3,35 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 ml
%10 SDS 100 pl
%30 Akrilamid/Bis 4 ml

% 10 Amonyum Persiilfat 75 ul
TEMED 15 pl

SDS-PAGE Yiikleme Jeli (%4)

dH,0 3,05 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml
%10 SDS 50 ul
%30 Akrilamid/Bis 0,65 ml
% 10 Amonyum Persulfat 30 ul
TEMED 6 ul

Elde edilen Ornekler 1:1 oraninda SDS-PAGE yikleme tamponu eklenerek 5 dakika
kaynar su buharinda bekletildikten sonra jele yiklenmis ve 1x Tank tamponu
eklendikten sonra ornekler jelin sonuna gelinceye dek 80 V'da vyuratalmiustdr.

Elektroforez ardindan jeller boyama c¢oézeltisinde 65 °C'de yarim saat sire ile
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bekletilmis ve boya uzaklastirici ¢6zelti ile muamele edildikten sonra gorintilemesi

yapilmistir [75].

2.2.5 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesinin Spektrofotometre

ile Tayini

ifade edilen TalLDH enziminin aktivite 6lcimii, Thermo Scientific UV visible
spektrofotometre kullanilarak yapilmistir. Reaksiyonda NADH’In NAD"a cevrilmesi ile
340 nm’deki (AAsso/dakika) absorbans degisim orani takip edilmistir. Reaksiyonlar pH
7,5 olan 50 mM KCl iceren 50 mM Tris sollisyonu, ile 25 °C ‘de gergeklestirilmistir.
Reaksiyon icin 500 mM pirtivat ve 50 mM NADH kullanilmistir. 1 ml’lik kiivetteki
tampon icine piriivat ve NADH soliisyonlari eklendikten sonra en son enzim ilavesi ile

reaksiyon baslatiimistir [66].

2.2.6 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enziminin Western Blot ile Analizi

Western Blot analizi Bio-Rad Trans-Blot® Semi-Dry sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Blotlama ©ncesinde proteinlerin SDS-PAGE jelde ayrilmasi
saglanmistir. Nitroselliiloz membran jel bilyikliginde kesilmistir. Filtre kagidi ve
membran en az 1 saat transfer tamponu icerisinde bekletilmistir. Elektroforez
sonrasinda jel 15 dakika boyunca transfer tamponu ile muamele edilmistir. Western
blota 6zgl kasetin kapag acilip, alt bolimine sirasiyla hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edilerek fiberped membran jel ve onun lzerine filtre kagidi yerlestirilmistir.
Kasetin kapagi kapatilip gli¢c kaynagina baglanmistir. Mini jel i¢cin 15 dakika stire ile 15
V'da botlama islemi yapilmistir. Blotlama sonrasi membran, PBS Tween 20’de 10
dakika yikanmis ve % 5’lik yagsiz sit tozu igerisinde +4 °C'de bir gece bloklama
yapilmistir. Bloklamanin ardindan PBS Tween 20 ile 10 dakika siresince oda
sicakliginda manyetik karistirici tizerinde yikama islemi gergeklestirilmistir. % 5’lik stt
tozu ile 1/500 oraninda seyreltiimis primer antikor ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1 saat bekletilmistir. 10 dakika PBS Tween 20 ile yikama islemi 3 defa
tekrar edilmistir. % 5’lik siit tozu ile 1/12.000 oraninda seyreltilmis sekonder antikor
ilave edilmesinin ardindan oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. 10 dakika PBS Tween

20 ile yikama islemi 3 kez tekrar edilmistir. Yikama sonrasinda 60 mg 3,3'-
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Diaminobenzidin (DAB), 100 ml PBS, 100 ul H,0, icerisinde bantlar belirginlesinceye

kadar bekletilmistir. Daha sonra dH,O icerisine alinarak reaksiyon durdurulmustur [72].

2.2.7 Klonlanan Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin

DNA Dizi Analizi ile Kontrolii

Klonlama ardindan dizileme sonucu gelinceye kadar beklenecek donemde ekspresyona
baslanmis ve alinan negatif sonuglardan dolay! dizileme sonucuna geri dontlmustdr.
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflastirma sistem protokoli uygulanarak pozitif
kolonilerden rekombinant plazmid DNA’lar elde edilmistir [76]. aLICator LIC Klonlama
ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal His-tag) sistemine gore tasarlanan 5’ primerler

kullanilarak dizi analizi yapilmistir.

2.2.8 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Gende Belirlenen
Mutasyonlarin Yonlendirilmis Mutagenez ile Diizeltilmesi ve ifadelerinin

Yapilmasi

Meydana gelen mutasyonlar Bolim 2.2.1'de tanimlanan PCR temelli yonlendirilmis
mutagenez ile diizeltilmistir. PCR kosullari ayni kalmak lizere TaLDHLIC F - TaLDHAG R
ve TalDHLIC R- TaLDHAG R birinci mutagenez icin; TaLDHLIC F - TaLDHAT R ve
TaLDHLIC R- TaLDHAT R ikinci mutagenez icin kullanilan primerlerdir. Sekil 2.3 ve Sekil
2.4'te sematize edilen reaksiyonlar ile mutasyonlar diizeltilerek TalLDH enzimini

kodlayan gen yabanil hale getirilmistir.

Feagman 1§19 85

Fragman 1 414 b

Te LDR

Sekil 2. 3 Birinci mutasyonun yonlendirilmis mutagenez ile diizeltilmesi
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Elde edilen yabanil TaLDH aLlCator LIC Klonlama ve Ekspresyon Kit 3 (C-terminal
His-tag) sistemine uygun 5' ve 3' primerler ile Boliim 2.2.2.2'de yer alan protokole gére
amplifiye edilmistir. Bolim 2.2.2.3'teki protokole uygun olarak LIC reaksiyonu yapilarak
kompetan hale getirilen E. coli BL21 (DE3) hicrelerine transformasyonu
gerceklestirilmistir. Transformasyon sonrasi hiicreler amfisilin iceren LB Agar petrilere
ekilmis ve 16 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen kolonilerden se¢im yapilarak B6lim
2.2.2.4'te verilen protokole uygun olarak koloni PCR ile pozitif koloniler tespit
edilmistir. Wizard® Plus SV Minipreps DNA Saflastirma sistem protokoll uygulanarak
rekombinant plazmid DNA’lar elde edilmis ve DNA dizi analizine gonderilmistir. Pozitif

kolonilerden gliserol stoku hazirlanarak -80 °C'de muhafaza edilmistir.

TalDHATF

TaLDHATR

Fragman 2 435 &g

Te LDH

Sekil 2. 4 ikinci mutasyonun yénlendirilmis mutagenez ile diizeltilmesi

-80 °C'deki yabanil ve birinci mutasyonu diizeltilmis TaLDH genini iceren E. coli BL21
(DE3) hiicreleri ve gen icermeyen E. coli BL21 (DE3) hiicreleri LB Agarl petrilere siirme
ekimi yapilarak 37 °C'de inkiibe edilmistir. Gelisen tek kolonilere kiirdanla dokunularak,
gen icermeyen E. coli BL21 (DE3) hicreleri amfisilin icermeyen 5 ml LB sivi besiyerine,
gen iceren E. coli BL21 (DE3) hicreleri ise amfisilin iceren 5 ml LB sivi besiyerine
alinarak gece boyu 37 °C'de 180 devir hizda inkiibe edilmistir. Gen iceren kiiltiirlerden
1000 pl hicre alinarak amfisilin iceren 100 ml LB sivi besiyerine, bos hiicre icieren
kiltiirden ise 1000 pl alinarak 100 ml LB sivi besiyerine pasaj yapilmistir. UV visible
spektrofotometre ile ODggo'de hiicre yogunlugu 0,6 absorbans degerine ulasincaya dek
37 °C'de 180 devir hizda inkiibe edilmistir. ODgoo'de 0,6 absorbans gériildiigiinde
kiltlrler ikiye bolinmis 50 ml'lik kdltarlere 0,5 mM IPTG indiklenerek, sicakhik 25
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°C'ye disirilmistir. 3 saat, 5 saat, ve 16 saatlik siireler sonunda 3'er ml érnekler
alinmis ve +4 °C'de 5000 devir hizda 20 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatanlar
atilarak pelletler sonikasyon tamponu olarak kullanilan 500 pl 50 mM Tris-KCl (pH 7,5)
icinde c¢ozulerek, 3 dakika boyunca 10 saniye sonikasyon 20 saniye bekleme
stirelerinden olusan 6 déngiide sonike edilmistir. Olusan drnekler +4 °C'de 14.000 devir
hizda 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen slipernatant ve pelletler ayri tlplere

hazirlanmistir [74].

SDS-PAGE jeli ve 6rnekler Bolim 2.2.4'teki protokole gére hazirlanarak érnekler jelde

ylrittlmis ve Bolim 2.2.5 'teki protokole gore de enzim aktivite tayini yapilmistir.

2.2.9 Theileria annulata 'nin Laktat Dehidrogenaz Enziminin Saflastiriimasi

Bolim 2.2.8'de verilen enzimin ifade edilmesinde kullanilan kosullara gore amfisilin
iceren 50 ml LB sivi besiyerine, amfisilin iceren 5 ml LB sivi besiyerinde gelistirilen
TalLDH geni iceren E. coli BL21 (DE3) hiicrelerinin bulundugu kultirden 500 ul alinarak
pasajl yapilmistir. ODggo'de hiicre yogunlugu 0,6 degerine ulasincaya dek 37 °C'de 180
devir hizda gelistirilmis ve ODggo 0,6'ya ulastiginda 50 ml'de son konsantrasyonu 0,5
mM IPTG ile indiiklenmis ve sicaklik 25 °C'ye disiriilerek 16 saat inkiibe edilmistir. Elde
edilen hiicre kiltiri +4 °C’'de 5000 devir hizda 20 dakika santrifiij edilerek
sipernatantlar atilmis ve hicre pelletleri 3 ml lizis tamponunda ¢ozllmustir. Lizis
tampondaki hiicreler, %20’lik gli¢ kullanilarak 10 saniye sonikasyon 10 saniye bekleme
olacak sekilde 6 dénglide sonike edilmistir. Ultrasonikasyon yapildiktan sonra; 14000
devir hizda +4 °C’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Bu asamada stipernantlar alinmistir.
Pelletler dH,0 ile ¢ozilerek saklanmistir. Elde edilen yaklasik 4 ml hiicre lizatina, 1 ml
nikel nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) agaroz +4 °C’de 120 devir hizda 1 saat boyunca
muamele edilmistir. 5 ml’lik siringanin alt ylzeyine kurutma kagidi konularak ve 3
ml’ye kadar cam ylini eklenerek affinite kromatografisi icin kolon olusturulmustur. Ug
kismina tubing gegirilerek kolon hazirlandiktan sonra, hiicre lizati ve Ni-NTA agaroz
karisimi kolona yuiklenmistir. ilk stiziintii fraksiyonu toplanmistir. Kolona iki defa 4 ml
yitkama tamponu eklenerek yikama fraksiyonlari (Y1, Y,, Ys3) toplanmistir. 5 ml

elisyon tamponu kullanilarak elisyon fraksiyonlari (Ey, Ey, .., E1o) toplanmistir [77].
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Toplanan 6rnekler; esit miktar SDS-PAGE 6rnek uygulama tamponu ile Bolim 2.2.4’te

verilen protokole uygun olarak SDS-PAGE analizi icin hazirlanmistir.

2.2.10 Enziminin Molekil Agirhgi ve Molar Absorblama Katsayisinin Degerlerinin

Hesaplanmasi

Saflastirilan TalLDH enziminin protein konsantrasyon degerinin hesaplanmasi igin
saflastirilan enzimin molekil agirligi ve molar absorblama degerlerinin bulunmasi
gerekmektedir. Bu degerler icin web tabanli “Peptide Property Calculator”
kullanilmistir [78]. Sunucuya amino asit dizisinin girilmesiyle istenen molekil agirhigi ve

molar absorblama degeri elde edilmistir.

2.2.11 Saflastirilmis Enzimin Konsantrasyonun Hesaplanmasi

Saflastirilan enzimin konsantrasyonun hesaplanmasi icin UV visible spektrofotometrik
yontemler kullanilmistir. Bunlarinda birincisi Lambert-Beer vyasasi kullanilarak

uygulanan yontemdir [79].

Lambert-Beer yasasina gore protein miktar tayini yapmak icin, deneysel asamada 1 cm
genisliginde kristal kiivet ile A,g’de spektroskobik 6lciim alinmistir. Elde edilen veriler
(2.1) ve (2.2) 'deki denklemler kullanilarak enzimin molar konsantrasyonu (mol/I)
hesaplanmis ardindan molekiler agirhg ile carpilarak ml’de kag¢ mg enzim oldugu

hesaplanmistir.

c(mol/l) = (As0)/ (€ x L) (2.1)

c(mg/1) = (Axs0)x Mw / (€ x L) (2.2)

L, htcre yol uzunlugunu (cm) ifade etmektedir ve bu galismada kullanilan dispossbile
kiivette hiicre yol uzunlugu 1 cm oldugu icin (2.1) ve (2.2)'deki denklemler de L yerine 1

yazilarak sonug olarak (2.4) denklemi kullanilmistir [79].

c (mol/1) = (Azs0)/ (€) (2.3)

¢ (mg/1) = (Azg0)x MW / (g) (2.4)

46



2.2.12 Saflagtirnlmis Enzimin Optimum pH ve Spesifik Aktivite Degerlerinin

Belirlenmesi

Saflastirilan TaLDH enzimi igin optimum pH degeri Thermo Scientific UV visible
spektrofotometre kullanilarak NADH’In NAD”a c¢evrilmesi ile 340 nm’deki
(AAz40/dakika) absorbans degisim orani takip edilerek yapilmistir. Reaksiyonlar farkli pH
(pH6,5; pH7,0; pH7,5; pH8,0; pH8,5) degerlerinde 50 mM KCl ve 50 mM Tris iceren 50
mM Tris-KCl tampon ile 25 °C ‘de gerceklestirilmistir. Reaksiyon icin 500 mM pirivat ve
50 mM NADH kullanilmistir. 1 ml’'lik kivetteki tampon icine piriivat ve NADH
sollsyonlari eklendikten sonra en son enzim ilavesi ile reaksiyon baslatilmistir [66].

LDH aktivite 6lgiimleri 2 defa tekrar edilmistir.

TaLDH enziminin belirlenen optimum pH degerindeki 50 mM Tris-KCl kulanilarak elde
edilen absorbans degeri kullanilarak spesifik aktivite degeri hesaplanmistir. Aktivite
tayininde NADHIn NAD"ya donisiimi etkili oldugu icin enapn (molar absorpsiyon
katsayisi) degeri kullanilmistir. Toplam reaksiyon hacmi (V;) ve kullanilan enzim
hacmi (Vg) (2.5) denkleminde gosterildigi gibi yazilarak spesifik enzim aktivitesi

Unite/ml (U/ml) olarak hesaplanmistir:
U/mI = (AA34o/dakika) X VT/ (ENADH X VE) (25)

Belirlenen deger enzim konsantrasyonuna bollinerek 1 mg protein basina diisen enzim

Unitesi hesaplanmistir.

2.2.13 Saflastirilmigs Enzimin Termostabilitesinin Belirlenmesi

Saflastirilmis TaLDH enziminin stabil oldugu sicakliklarin bulunacagi termostabilite
deneyinde Bo6lim 2.2.12°de belirlenmis olan optimum pH’daki 50 mM Tris-KCl
tamponu kullanilarak yine Bolim 2.2.12’de belirlenen aktivite tayini kosullarinda
termal déndiriiciide ayarlanan farkl sicakliklarda (60 °C, 50 °C, 40 °C, 30 °C, 20 °C) 15
dakika stiresince bekletilen enzim 3’er dakika arayla kullanilarak 340 nm’de aktivite

degerleri belirlenmistir. Alinan 6lgiimler iki kez tekrar edilmistir.
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2.2.14 Saflastirilmis Enzimin Kinetik Analizi

Enzimler yasayan hicreler tarafindan dretilen amino asitlerden olusan protein
yapisindaki makromolekilleridir. Cesitli biyokimyasal reaksiyonlari katalizlemek igin
organizmalara gerekli enerjiyi saglamaktadirlar. Hiicrelerde enzimlerin olmamasi
durumunda kimyasal reaksiyonlar hiicrelerin olcllebilir sicakliklarda devam etmesi

beklenemez.

Her enzimin substrata baglanabilecegi uygun boélgeyi temsil eden en az bir aktif bolgesi
bulunmaktadir. Substrat bu bodlgeye en iyi baglanabildigi yoénelimle sikica
tutunmaktadir. Reaksiyonda bulunan kimyasal gruplarin bazilari aktif bolgenin icinde
de bulunmaktadir. Enzimatik reaksiyonlar, H,0, -OH, -H, -NH,, gibi radikal baz

molekillerin eklenmesi ya da uzaklastiriimasi ile sonuglanmaktadir.

Her enzimin optimum aktivite gosterdigi bir sicaklik ya da pH degeri bulunmaktadir. Bu
optiumum pH ve sicaklik, farkli sicakliklarda gerceklestirilen testler ya da farkl
pH'lardaki tamponlarda gergeklestirilen reaksiyonlar ile kolaylikla laboratuvar

kosullarinda belirlenmektedir.

Enzimler substratla ilgili olarak yliksek derecede spesifite gostermektedirler. Spesifite
dereceleri enzimden enzime c¢esitlilik gdstermektedir. Bazi enzimler tek yoénde
reaksiyon katalizlerken, bazilar ¢ift yonde reaksiyon katalizlemektedir. Enzimlerin bir
ya da iki substrat molekdili kabul edenleri varken, digerleri substrat olarak molekdillerin
tim sinif ve alt siniflarini kabul etmektedir. Enzim adlandiriimasi katalizledigi

reaksiyona ya da substrata gore yapilmaktadir [80].

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlarini ve deneysel
kosullarin degistirilmesinin reaksiyon hizina etkilerini arastirmaktadir. Enzimler
tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin temel 6zelligi doygunluktur. Substrat
konsantrasyonu arttikca reaksiyon hizi da artmakta ve konsantrasyona bagli olmaksizin

reaksiyon hizi belli bir sinira yaklasinca durmaktadir [81].

Substrat konsantrasyonu enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonlar icin kilit faktordir
ve substratin etkisinin belirlenmesi icin reaksiyonun gerceklestigi siire boyunca in-vitro
kosullarda substratin Uriine donlsimu substrat konsantrasyonu ile takip edilmektedir
[82].
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Enzimatik reaksiyonun kinetik analizi klasik olarak ¢esitli substrat konsantrasyonlarinda
calisilmakta ve substrat konsantrasyonunun fonksiyonu olarak {riine dénidsim hizinin
grafigi cizilmektedir. Klasik substrat kinetiginde tipik hiperbolik Michealis-Menten egrisi
ve dogrusal karsiti olan Lineweaver Burke grafiginden enzimin kinetik sabitleri
hesaplanmaktadir. Ancak enzimlerin bazilari klasik durumdaki gibi davranmamakta, hiz
egrisi maksimum noktaya kadar ciktiktan sonra substrat konsantrasyonu arttikca
maksimum noktadan asagi inmektedir. inhibisyonsuz kinetikle karsilastirildigi zaman
maksimum hizdan sonra substrat konsantrasyonuna bagli olarak kinetik davranis
karmasiklasmaktadir [83]. Bu durum substrat inhibisyonu olarak adlandiriimakta ve

enzimlerin %20’sinde substrat inhibisyonun gorildigi tahmin edilmektedir [84].

Substratin enzime Uriin Uretmeksizin baglanmasi dikkate alindiginda, kinetigin
tanimlanabilmesi igin ek parametrelere ihtiyag duyulmaktadir ve formil denklem (2.6)’

da verildigi sekilde tlretilmektedir [83].

Ve [5]

_ : (2.6)
Km_[E]—[E] 'K

Denklem (2.6)’da verilen [S], substrat konsantrasyonu, Vma, Km ve K; ise [S]'dan
bagimsiz sabitlerdir. Bu li¢ parametre lineer olmayan en kiiclik kareler yontemi fiti
aractligiyla hesaplanabilmektedir. K; sonsuza gittikce denklem Michealis-Menten

modeline donlsecek sekilde kisalmakta ve parametrelerin degerleri Linewever-Burke

grafigi ile hesaplanmaktadir [83].

Rekombinant DNA tekniklerinin glicii enzim Uretiminin teknolojik uygularimin
gerekliligine uygun olacak sekilde tasarlanmasini saglamaktadir. Ayni reaksiyonu
katalizleyen enzimlerin kitUphaneleri yardimi ile katalitik hizlari gosterilmektedir.
Hangi enzimin “daha iyi” oldugunun belirlenmesi ise katalitik etkinliklerinin
tanimlanmasi ile mimkin olabilmektedir [85]. Katalitik etkinligin tanimlanmasi icin
belirlenen Michealis-Menten sabitleri yani sira, substratin Grine doénlisimi igin
belirlenen katalitik sabit olarak tanimlanan ke kullanilmaktadir. Birimi s veya dk?
olabilmektedir. Enzimin karsilastirilabilmesi icin kullanilan katalik etkinlik sabiti kcat/Kwm
oranindan elde edilmektedir. ket ve keat/Km degerlerinin hesaplanmasi icin kullanilan

denklemler asagida verilmektedir.
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A=V max/ EnabH (2.7)
Keat (dONnUsim sayisi) = (A/E7)/60 (2.8)
Katalitik etkinlik = kcat/Kwm (2.9)

Bu tez calismasinda saf olarak elde edilen TalLDH enziminin kinetik analizi farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan subtsratlar kullanilarak yapilmistir. Optimum pH'si
belirlenen Tris-KCl tamponuna enzimin ve kofaktér olarak NADH’In eklenmesinin
ardindan pirtivat ile baslatilmistir. 1 dakikalik reaksiyonun 340 nm'deki ol¢imi ile

sonlanan analiz i¢in iki 6l¢im alinmistir.

2.2.15 Theileria annulata'nin Laktat Dehidrogenaz Enziminin ileri Modellenmesi ve

Muhtemel ilag Baglanma Bolgelerinin Belirlenmesi

Bolim 1. 1'de anlatilan yapiya dayandirilmis ila¢ tasariminin basamaklarinin ilk kismi
hedef biyomolekiiliin eldesi ile tamamlanmaktadir. ikinci kisim ise homoloji modelleme
ile baslamakta ve tekrarli bir déngliye girmektedir. Proteinin l¢ boyutlu yapisinin
belirlenmesinde kullanilan homoloji modelleme yapisal biyolojide dnemli bir tekniktir
[86]. Bilinen bir proteinin amino asit dizisi kullanilarak, yapisi bilinmeyen protein
modellenmektedir. Bu metod, amino asit dizinin korunmasindan daha ¢cok proteinin
dogal yapisal konformasyonunun gozlemine dayanmaktadir. Homoloji modelleme
genel olarak 4 adimdan olusmaktadir: katlanma belirleme, dizi eslestirme, model

gelistirme ve modelin diizeltilmesi, validasyon.

Katlanmanin belirlenme islemi ¢ boyutlu yapisi bilinen bir proteinle iliski kurularak
yapisi bilinmeyen hedef proteinleri tanimlamaktadir [87]. Yapilariyla birlikte protein
dizileri veritabanlarindan cekilmekte ve hedef proteine en benzer olan ile eslestirme
yapilarak kalip ile hedef dizi arasindaki en benzer olan bulunarak kalip olarak
kullanilmakatadir. Sonraki adim olan homoloji modelleme islemi model gelistirme fazi
olarak adlandiriimaktadir. Hedef proteinin modeli, kalip proteinin (¢ boyutlu
yapisindaki amino asit dizisinin, eslestirme ile tespit edilen insersiyonlarin ve/veya

delesyonlarin bulundugu kisimlardan olusturulmaktadir [87].
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TaLDH aminoasit dizisi web tabanli BLAST sunucusuna girilerek Protein Data Bank
(PDB)’ taki diger proteinlerle eslestiriimesi ile kalip protein belirlenmistir [88], [89].
Web tabanli MUSCLE sunucusu kullanilarak kalip proteinin aminoasit dizisi ile TaLDH
proteininin aminoasit dizisi eslestirilerek identity (benzerlik) ylizdesi belirlenmistir [90].
Protein modellemesi MODELLER v9.12 programi kullanilarak yapilmistir [91]. Bu
yazilima TaLDH aminoasit dizisi ile kalip proteinin lg¢ boyutlu yapisi girilmis ve dizi
eslestirmeleri program tarafindan vyapilarak 50 farklh model olusturulmustur.
Olusturulan 50 farkli modelden DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) skoru en

disiik olan model secilerek validasyon asamalarina gecilmistir.

Protein modelinin geometrisi, HyperChem versiyon 8.07 programinda AMBER99
forcefiled (FF) kullanilarak 1000 adimda optimize edilmistir [69]. Enerji optimizasyonu

yapilan protein yapisinin validasyonu yapilmistir.

Validasyon asamasinda 3 farkli web tabanli sunucu kullanilmistir. ilk kullanilan sunucu
olan ERRAT Versiyon 2.0 ile proteinin 3 boyutlu yapisinda bulunan atomlar arasindaki
hatalar istatiksel olarak belirlenmistir [92]. Validasyonun ikinci asamasinda ProSa
programi ile proteinin, X-ray kristalografisinde ve NMR’da ¢6zlilmuis diger proteinler ile
eslestirilmeleri yapilmis ve enerji skoru ile konformasyonu degerlendirilmistir [93].
Validasyonun son asamasinda RAMPAGE programi kullanilmis ve Ramachandran

diyagrami gosterilmistir [94].

Proteinin ikincil yapisinin analizi PSIPRED server kullanilarak yapilmistir [95]. Aktif
bolgelerinin belirlenmesi DoGSiteScorer [96] ve GHECOM 1.0: Grid-based HECOMi

finder [97] sunuculari kullanilarak yapilmistir.
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BOLUM 3

SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 Yonlendirilmis Mutagenez ile Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Gen

Dizisinden intronlarin Uzaklastirilarak A¢ik Okuma Cergevesinin Elde Edilmesi

pGEMT®—Easy vektoriine klonlanmis ve dizi analizi gerceklestirilmis olan [71] TaLDH

gen dizisini iceren rekombinant DNA plazmidi mini prep ile izole edilerek kalip olarak
kullanilmistir. TaLDH geninde tespit edilen intronlar Gene Structure Display 2.0
programi kullanilarak Sekil 3.1'de gosterilmistir [98]. Belirlenen intronlarin
uzaklastiriimasi icin Bolim 2.2.1'de verilmis protokole goére Cizelge 2.2'deki bilesenler

kullanilarak PCR temelli yonlendirilmis mutagenez yontemi uygulanmistir.

Senomic

Legend:

Expa — Imwon

Sekil 3. 1 Genomik TaLDH’in yapisal analizi

Birinci intronun uzaklastirilmasi icin Ta3, Tad, Ta7 ve Ta8 primerleri ile birlikte hata
okuma (proffreading) aktivitesi olan Long PCR Enzyme mix kullanilarak fragman 1 ve 2
olusturulmustur. Elde edilen fragman 1 ve 2 kristal viyole jelden Wizard® SV Gel ve
PCR Clean-Up System kullanilarak geri kazanilmis ve etidyum-bromir jel
elektroforezinde gériintiilenmistir (Sekil 3.2a). iki asamadan olusan birlestirme
reaksiyonu icin Cizelge 2.3'te verilen bilesenlerin kullanilmasi sonucunda birinci intronu

uzaklagtirilan 1482 bp'lik TaLDH geni elde edilmistir. Amplifiye edilen Grlnler kristal
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viyole jelden, Wizard® SV Gel ve PCR Clean-Up System kullanilarak geri kazaniimis

etidyum bromdir jel elektroforezinde yiritilmus ve goriintiisi Sekil 3.2b'de verilmistir.

1310 by *——

12406

(@) ®)

Sekil 3. 2 Birinci intronun gikarilmasindan elde edilen saf PCR urinleri a: HatM:
GeneRuler DNA Marker, Hat 1: 124 bg'lik gen pargasi, Hat 2: 1310 bg'lik gen pargasi b:
Hat M1: Lambda DNA Hind Il Markir Hat 1: 1434 bg'lik TaLDH geni

Gen dizisinde bulunan ikinci intronun uzaklastirilmasi igin Bolim 2.2.1'de verilen
protokole gore Cizelge 2.4'te verilen diger bilesenler ile birlikte Ta3, Ta4, Ta8 ve Ta9
primerleri kullaniarak fragman 1 ve 2 elde edilmistir. Long PCR Enzyme mix ile
gerceklestirilen reaksiyon sonucunda olusan 252 baz cifti ve 717 baz cifti uzunlugunda
fragmanlar etidyum bromir jel elektroforez sisteminde goriintilenmistir (Sekil 3.3a).
Wizard® SV Gel ve PCR Clean-Up System kullanilarak jelden kazanilan fragmanlar
Bolim 2.2.1'de verilen birlestirme reaksiyonunda kullanilarak intron icermeyen 969

baz ¢iftlik TaLDH geni elde edilmistir (Sekil 3.3b).
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Sekil 3. 3 ikinci intronun c¢ikarilmasindan sonra elde edilen saf PCR iiriinleri a: Hat M:
Gene Ruler Markir, Hat 1 ve 2: 252 bg'lik gen pargasi, Hat 3 ve 4: 717 bg'lik gen pargasi;
b: Hat M: Gene Ruler Markir, Hat 1: intronsuz TaLDH geni

intronlarin bulundugu bélgeler genin 5' ucuna yakin olarak bulundugu icin yalnizca 5’
primeri ile tek yonli Sanger dizileme yaptirilarak belirli bélgeler araciligiyla Sekil 3.4 ve
Sekil 3.5'te verilen kromatogram goriintlsiinde okla gosterilen kisimlardan intronun

uzaklastinldigi gosterilmistir. Elde edilen tim fragmanlar -20 °C'de muhafaza

edilmektedir.

1

L 190 200

" " N . ® m® 2 N E N N B BN lll " = % 5 mEwm = = = - =

CA% % £ IR T £ 3 XA MES Y S 6.3 T 6 ¢ 71 s
v

| LA
| / { |
ll o e N I NI \
i) L ml}l‘ ‘1 L1 n AN /\{\ pY | [ ‘ i ritn

Sekil 3. 4 Birinci intronun uzaklastirildigini gésteren kromatogram gorintisi
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Sekil 3. 5 ikinci intronun uzaklastirildigini gésteren kromatogram goriintiisi

3.2 intronlari Uzaklastirilan Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini

Kodlayan Genin ifade Vektoriine Aktarilarak Alt Klonlanmasi

3.2.1 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin ifade

Vektoriine Aktarilmasi icin Sisteme Ozgii Primerler ile Amplifiye Edilmesi

LIC protokoliine gore klonlama yapilabilmesi icin genin 5' ve 3' uglarinin yapiskan ucg
olmasini saglayan TalLDHLIC 5 ve 3’ primerleri kullanilarak amplifikasyon
gerceklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda Bolim 2.2.2.1'de verilen protokole
gore Cizelge 2.6'da verilen bilesenler ile Tag DNA polimeraz enzimi kullaniimistir.
Amplifkasyon sonucu elde edilen 969 baz cifti uzulugundaki TaLDH geninin etidyum

bromiir jel elektroforez sistemi ile elde edilen goriintisi Sekil 3.6'da verilmektedir.
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Sekil 3. 6 Amplifikasyon sonucunda elde edilen TaLDH geni Hat M1:Hindlll DNA
Lambda Markir Hat 1: TaLDH geni

3.2.2 LIC Reaksiyonu ve Rekombinant Plazmid DNA’larin E. coli BL21 (DE3)

Hiicrelerine Transformasyonu

Bolim 2.2.2.3'te verilen protokole gore ve Cizelge 2.7'de verilen bilesenler ile hedef

genin pLATE31 ifade vektorine klonlanmasi gerceklestirilmistir.

pLATE ekspresyon vektorleri, T7 bakteriyofaj elemanlarini E. coli'deki genlerin ifade
edilmesini kontrol etmek igin kullanmaktadirlar. ilgili genin ifade edilmesi T7 RNA
polimeraza spesifik olan T7 bakteriyofaj promotoér boélgesi ile saglanmaktadir. T7 RNA
polimeraz geninin ifade edilmesi lacUV5 gibi indiiklenebilen promotoriin kontroli
altinda oldugundan BL21 (DE3), HMS 174 (DE3) gibi E. coli suslarinin kullaniimasi
gerekmektedir. IPTG indiiklenmesinin ardindan T7 RNA polimeraz ile T7 promotorinin

kontrol ettigi genlerin ifade edilmesi baslamaktadir [70].

Transformasyon icin sistemin gerektirdigi E. coli BL21 (DE3) susu kullanilarak CaCl,
metodu ile Bolim 2.2.2.3'te verilen protokol ile kompetan hicre hazirlanmis ve LIC
reaksiyonu ile pLATE31 vektoriine aktarilan TalDH geninin kompetan hiicrelere
transformasyonu gergeklestirilmistir. Transformasyon sonucunda amfisilin igceren LB
agar petrilerde, secici diren¢ geni olan amfisilin gen bdlgesini iceren rekombinant
DNA'yl bulunduran E. coli hicrelerinin ¢ogalmasi beklenmektedir. Beyaz kolonilerin
gozlenmesi ile pozitif secilim yapilmaktadir. Elde edilen kolonilerden 10 tanesi secilerek
amfisilin iceren 5 ml'lik LB sivi besiyerlerine ekimi gerceklestirilmistir. Kiiltlrler 16 saat

boyunca 37 °C 'de gelistirilmistir.
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3.2.3 Klonlanan Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin

Koloni PCR Metodu ile Kontolii

Geligtirilen kultlrlerin kontroll igin Bolim 2.2.2.4'te verilen protokoldeki kosullara
uygun olarak Cizelge 2.8'de verilen bilesenler kullanilarak koloni PCR
gerceklestirilmistir. Kontrol olarak ise, LIC reaksiyonunda kullanilan kalip DNA ile PCR
yapiimistir. Elde edilen PCR Urlnlerinin tamami %1'lik etidyum bromir jel
elektoforezinde yuratlilmustir. Elektroforez sonrasinda Sekil 3.7'de verildigi gibi 1, 5,

6, 7 ve 9. koloniler pozitif, 2, 3, 4, 8 ve 10. koloniler ise negatif olarak belirlenmistir.

I 2 ] 4 3 6 ' ] $ M

* 1000 b
— 50005

3000 b; +—
1000 by +——

—® 50
500 bg +—— R

Sekil 3. 7 Koloni PCR sonrasinda elde edilen agaroz jel elektroforez gorintiisii HatM:
GeneRuler DNA Markir; Hat 1,5,6,7 ve 9: Pozitif PCR sonucu, Hat 2, 3, 4, 6 ve 10:
Negatif PCR sonucu Hat K: TaLDH geni

Pozitif kolonilerden bir tanesi secilerek 5' primeri ile dizilemeye gonderilmistir.

Ancak dizileme isleminin zaman almasi nedeniyle aradaki siirenin degerlendirilmesi igin

klonlanan gen ifade edilmistir.

3.3 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enziminin ifade Edilmesi

Bolim 2.2.3'te verilen protokol uygulanarak, pozitif kolonilerden 1 numaral hiicre
kiltirinden genin ifadesi yapilmistir. IPTG indiiklenmesinden 5 saat sonra TalLDH
genini iceren ve icermeyen hiicrelerin oldugu kiltirlerden elde edilen siipernatantlar

ve pelletler sodyum dodesil silftat poliakrilamid jelde ylrtttlmastir. Boya ¢ozeltisinde
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bekletilen jel daha sonra boyanin uzaklastirilmasi igin boya uzaklastirici ile muamele
edilmis ve SDS-PAGE gorintist Sekil 3.8'de verilmistir. 1 ve 2 numarali hatlardaki
slipernatant ve pellet gen icermeyen hiicrelere; 3 ve 4 numaral hatlardaki siipernatant
ve pellet ise TaLDH genini iceren hicrelere aittir. Proteinin slpernatantta olmasi
beklenirken pellette oldugu gorilmektedir. Bu durum proteinin ¢oziilebilir formda elde

edilmedigini gostermektedir.

50kD2 <+——

40kDa 44—

25kDa <+—

Sekil 3. 8 Hiicrelerin 5 saat inklibe edilmesinin ardindan elde edilen ekspresyon sonucu
Hat M: Protein Ladder Markir; Hat 1 ve 2: BL21 (DE3) slipernatant; ve pellet; Hat 3 ve
4: TalLDH supernatant ve pellet; Hat 5: saflastiriimis Bf D-LDH

Yiiksek konsantrasyonlarda protein sentezlerinde, disulfid baglari ve hatali katlanmalar
nedeniyle protein degradasyonu, inkliizyon cisimcikleri meydana gelebilmekte ve
protein pellet fraksiyonunda gorilebilmektedir. Boyle durumlarda indikleme sicakligi
30 °C, 25 °C ve 20 °C arasinda degistirilerek, IPTG konsantrasyonu 0,1-0,5 mM arasinda
ayarlanarak ya da indikleme siresi 5 ile 10 saat arasinda belirlenerek sonuca

ulasilabilmektedir [70].

intronlari uzaklastirilan genden inaktif protein eldesi beklenmeyen bir sonugtur. Bu
nedenle pelleteki proteinin geri kazanilmasi amaci ile farkl konsantrasyonlarda IPTG
indliklemesi ile protein ifadesi yapilmistir. IPTG konsatrasyonlari 0,1, 0,25 ve 1 mM
olarak belirlenerek, yeniden indikleme yapilmis ve ekspresyon sonuglari Sekil 3.9'da
verilmektedir. IPTG konsatrasyonu degistirildiginde de protein ¢ozilir formda elde

edilememistir.
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Sekil 3.9 Farkh IPTG konsantrasyonlarda IPTG indiikleme sonrasi ifade edilen TaLDH

Hat M: Protein Ladder Markir, Hat 1,2: 0,1 mM IPTG indiklenen hiicre stipernatanti ve

pelleti Hat 3,4: 0,25 mM IPTG idiklenen hiicre siipernatanti ve pelleti Hat 5,6: 1 mM
IPTG indiklenen hiicre siipernatanti ve pelleti

3.4 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesinin Kontrolii

Bolim 2.2.5'te verilen enzim aktivite tayini protokoliine gére gen igeren ve icermeyen
hicrelerin stprnatantlarindan 10 ul kullanilarak klasik aktivite analizi uygulanmis ve
340nm dalga boyunda 3 tekrar ile elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi
Cizelge 3.1'de verilmistir. Bu sonuglara gore gen iceren hiicrelerin slpernatant

fraksiyonunda ¢oziinlir formda protein bulunmadigi gosterilmistir.

Cizelge 3. 1 TaLDH ve BL21 (DE3) aktivite degerleri (AA340/min)

Ornek AA340/mingy
TaLDH 0,039
E. coli BL21(DE3) 0,019

3.5 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enziminin Western Blot ile Analizi

Western Blot analizi; aranilan proteinin varligini ya da yoklugunu var ise blyukligina
belirlemek igin yapilmaktadir. Elde edilen proteinin Bélim 2.2.6'da verilen protokol
uygulanarak pellet fraksiyonunda oldugu gosterilmistir. Sekil 3.10'da web tabanl bir
sunucu ile [99] dizileri karsilastirilan BfLDH (% 10.97 benzerlik) ve PvLDH (% 49.37
benzerlik) ile kiyaslama vyapilarak PfLDH (% 50.32 benzerlik) birincil antikorlarin

kullanilmasiyla gerceklestirilen western blot analizinin sonucu verilmektedir.
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Sekil 3. 10 TalLDH ifade edilmesi sonrasi Western blot analizi. Hat1, 2:TaLDH
siipernatant ve pellet; Hat3:BfD-LDH; Hat4:PvLDH

Hat 1'de verilen slpernatant fraksiyonunda TalDH enziminin ¢ozilebilir formda
bulunmadig, ifade edilen proteinin pellet fraksiyonunda oldugu gosterilmistir. %11.50
oraninda benzerlik gosteren PfLDH antikorunun BfLDH enzimine muamele edilmesi

durumunda beklenilen sekilde blot olusmadigi gériilmektedir.

3.6 Klonlanan Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genin

DNA Dizi Analizi ile Kontrolii ve Gendeki Mutasyonlarin Belirlenmesi

inaktif protein retildigi SDS-PAGE ile gosterilmis, Western blot analizi uygulanarak
dogrulanmistir. UV visible Spektrofotometre ile yapilan aktivite tayininin ardindan
tekrar deneyleri yapilmadan 6nce dizileme sonuglari ile referans dizinin, web tabanli
Clustalw2 programi kullanilarak cakistirilmasi yapilmistir [99]. Eslestirmenin sonucu

Sekil 3.11'de verilmektedir.
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Sekil 3. 11 Klonlanan gen dizisi ile Theileria annulata'nin referans dizisinin eslestirilmesi
1. sira: Laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen dizisi 2. sira: bu galismada klonlanan

gen dizisi
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Yapilan eslestirme sonucunda gorilen farklililar kromatogram ile de dogrulanarak iki
mutasyonun varhgl tespit edilmistir. Meydana gelen nokta mutasyonlarinin

pozisyonlari Sekil 3.12 ve 3.13'te kromatogram gorintileri ile verilmektedir.
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Sekil 3. 13 Alt klonmasi yapilan TaLDH geninde belirlenen ikinci nokta mutasyonu

Tek nikleotit degisimlerinin aminoasit dizeyinde farkhlik yaratip yaratmadiginin
belirlenmesi icin web tabanlh Sequence Translation [100] kullanilarak gen dizisinin
amino asit dizisi belirlenmis ve apikompleksan subesine ait diger tirlerin (P.
falciparum: Plasmodium falciparum DQ198261; T. parva: Theileria parva XM761610;
T. gondii: Toxoplasma gondii U35118.1; E. tenella: Eimeria tenella AY 143389) ve
konagin (B. taurus: Bos taurus (LDH A: BC146210 LDHB: BC151427) LDH'lan ile

cakistiriilmasi sonucunda iki niikleotitin amino asit degisimine neden oldugu ve tim
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LDH'larda korunmus olan NPMD motifindeki 143. pozisyondaki aspartik asit (D) amino
asidinin yerini glisin (G) amino asidinin; 194. Pozisyondaki histidin (H) amino asidinin
yerini valin (V) amino asidinin aldigi belirlenmistir. Bu ¢akisma Sekil 3.14 ve 3.15 'te

gosterilmektedir.

131 140 143 150
T. gondiil PETFIIVVINPLDCMVEVMCEASG
E. tenella PHAFVINITNPLDVMVAALREAAG
P. vivax PNAFTIVVTNPVDVMVOLLEFEHSG
P. knowlieil PNAFTIVVTNPVDVMVOLLEFEHSG
P, falciparum PNAFIIVVINPVDVMVOLLHOHSG
T. annulata PEAFVIVITNPMGVMVHLMLEVTG
T. parva PEAFVIVITNPMDVMVHLMLEVT
E. taurush PNCKLLVVSNPVDILTYVAWKISG
E. taurusB PACTITIIVVSNPVDILTYVIWEKLSG

Sekil 3. 14 143. pozisyondaki amino asit farkliliginin belirlenmesi. Mutasyon meydana
gelen amino asit alti gizili olarak gosterilmektedir.

183 190 o4 2 203

. P A 0 _x
T. gondiil BDVQATVIGTHGDCMVPLVEYIT
E. terella RDVQAMVLGYWHGDNMY PLSEFAT
I, Fivax EDVNAL IVGEAHGNEMVLLERYIT
P, Mmowlei BEDVNAL IVGAHGNEMVLLEEYIT
. falcipdarum RDVNAHIVGAHGNEMYVLLEEYIT
T. annulata KYVHGEVIGEHGDﬁHIPLvSRﬁT
T. parwva ETVHGEVIGAHGD SMIPLVIR AT
B. taurusa LiCHGWILGEHGD 33V EPVIIIEVI
E. taurusb SECHGWILGEHGD 33VAVIIAGVH

Sekil 3. 15 194. pozisyondaki amino asit farkliiginin belirlenmesi. Mutasyon meydana
gelen amino asit alti ¢izili olarak gosterilmektedir.

3.7 Theileria annulata Laktat Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Gende Belirlenen
Mutasyonlarin Yonlendirilmis Mutagenez ile Diizeltiimesi ve ifadelerinin

Yapilmasi

Tespit edilen mutasyonlar Bolim 2.2.8'de verilen PCR temelli yonlendirilmis
mutagenez protokolii uygulanarak duzeltilmistir. Birinci mutasyonun dizeltilmesi igin
ilk asamada TaLDH AG F ve TaLDH AG R primerleri ile genin 5' ve 3' primerleri ve diger
bilesenler ile Tag DNA Polimeraz kullanilarak elde edilen 414 ve 589 bg¢'lik fragman 1 ve

fragman 2 Sekil 3.16a'da yer alan jel goriintisiinde verilmektedir. Genin 5' ucu ve 3'
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ucu primerleri kullanilarak iki adimda fragman 1 ve 2’nin birlestirme sonucu Sekil

3.16b'deki etidyum bromiir jel goriintisi ile verilmistir.

1 2 3 4 M

414 by —
580 be ¢———

3000 by €——

1000 by —— —> 565

500 by ——
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Sekil 3. 16 Birinci mutagenez sonrasi elektroforez jel goriintlisi. a: Hat 1 ve 2: 414 bg
fragman 1, Hat 3 ve 4: 589 b¢ fragman 2, Hat M: Gene Ruler DNA Markir. b: Hat M:
Gene Ruler DNA Markir, Hat 1 969 b¢ TaLDH

ikinci mutasyonun diizeltilmesi i¢in TaLDH AT F ve TaLDH AT R primerleri ile birlikte
genin 5' ucu ve 3' ucu primerleri ve diger bilesenler ile Tag DNA Polimeraz enzimi
kullanilarak olusturulan 567 ve 435 bp'lik fragman 1 ve fragman 2 Sekil 3.17a'da verilen
etidyum bromiir jelinde gdsterilmektedir. iki asamali polimeraz zincir reaksiyonu ile
genin 5' ucu ve 3' ucu primerleri ve Tag DNA polimeraz enzimi kullanilarak fragman 1

ve 2 birlestirme sonucu Sekil 3.17b'de yer alan jel goriintisiinde verilmektedir.

M 1 M1
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Sekil 3. 17 ikinci mutagenez sonrasi elektroforez jel gériintiisii. a: 567 ve 435 bp'lik
fragmanlarin olusturulmasi; b: fragman 1 ve 2'nin birlestirilmesi sonrasi saf PCR rini

Bir mutasyonu ve iki mutasyonu dizeltilmis TaLDH geninin amplifikasyonu sonucu elde
edilen saf PCR drlnleri ayri ayri LIC reaksiyonu gerceklestirilerek pLATE31 vektoriine

aktarilmistir. Rekombinant DNA’nin CaCl, ile olusturulan E. coli BL21 (DE3) kompetan
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hiicrelerine transformasyonu yapilmis ve amfisilin iceren LB-agar petrilere ekimi
gercgeklestirilmistir. Sekil 3.18'te bir ve iki mutasyonu dizeltilmis genin aktarildig

transformasyon sonuglari verilmektedir.

(@) (®)

Sekil 3. 18 Transformasyon sonuglari a: Birinci ve b: ikinci mutagenez sonrasi
transformasyon petrisi

Bir mutasyonu dizeltilmis genin transformasyonu sonrasi elde edilen kolonilerden 9
tanesi segilerek, amfisilin iceren LB sivi besiyerinde gece boyu gelistirilmis, koloni PCR
ile kontroli yapilmis ve Sekil 3.19'da verilen etidyum bromiir jelinde sekiz tanesinin
pozitif oldugu kontrol olarak kullanilan TaLDH geninin buyulkIGga ile karsilastirilarak

gosterilmistir.

Sekil 3. 19 Birinci mutagenez sonrasi secilen kolonilerin PCR ile kontroliiniin jel
elektroforez gorintisi

iki mutasyonu diizeltilmis genin transformasyonu sonrasi elde kolonilerden 5 tanesi
secildikten sonra amfisilin igeren LB sivi besiyerinde gece boyu gelistirilmis, koloni PCR

ile kontroll yapilmis ve Sekil 3.20'de yer alan etidyum bromidir jelinde 5 koloniden (g
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tanesinin pozitif oldugu kontrol olarak kullanilan TalDH geninin buydkIlGgu ile

karsilastirilarak gosterilmistir.

K 1 2 3 4 5
- ‘_= h

Sekil 3. 20 ikinci mutagenez sonrasi secilen kolonilerin PCR ile kontroliiniin jel
elektroforez goriintusi

Bir mutasyonu duzeltilmis genin transformasyonu sonucu elde edilen 2 numarali
koloni, iki mutasyonun diizeltildigi genin transformasyon sonucu elde edilen 3 numarali
koloni ifade edilmek tizere LB sivisi besiyerine alimistir. indiikleme sonrasi 3 saat, 5 saat
ve 16 saat inklbasyonu sonucunda alinan orneklerin slpernatantlarindan 10 ul
kullanilarak 340 nm dalga boyunda bakilan aktivite analizinin 3 kez tekrar edilmesi ile

elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalari Cizelge 3. 2 'de verilmektedir.

Gizelge 3. 2 Hicrelerin indiklemeden sonra 3 saat, 5 saat ve 16 saat inkiibasyonu
sonucunda Olgulen aktivite sonuglari

3 saat 5 saat 16 saat

indiiklenmis  indiiklenmemis indiiklenmis  indiiklenmemis  indiiklenmis  indiikklenmemis
(BAsso/mings)  (BAsso/minge) (BAzso/mings)  (DAsso/mings)  (BAsso/Mings)  (BAsse/ming)

BL21(DE3) 0,0620 0,0215 0,0145 0,1043 0,1245 0,1033

TalDH 0,0363 0,0133 0,0383 0,0565 0,4153 0,0647
(yabanil tip)
TalDH (1.

mutasyon 0,0128 0,0257 0,0250 0,0565 0,4833 0,0203
dizeltilmis)

Mutasyonlarin diizeltilmesi ile aktarilan genlerin ve bos hilicrenin indiikleme sonrasinda
elde edilen absorbans degerleri karsilastirildiginda en iyi protein iretiminin indikleme
sonrasl 16 saat inkiibasyonu sonucunda oldugunu gostermistir. Yapilan mutagenezler
ile elde edilen yabanil genden beklendigi gibi pozitif sonu¢ elde edilmistir. 143.
pozisyondaki amino asitteki degisim ile bu rezidiiniin enzimin aktivisitesinde onemli
oldugu Cizelge 3.2'deki degerler ile olusturulan Sekil 3.21'deki grafik ile de

gosterilmektedir.
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0.6000
0.5000

M 3 saat indlikleme
0.4000 M 3 saat indUklenmemis
0.3000 H 5 saat indikleme
0.2000 W 5 saat indiiklenmemis
0.1000 - M 16 saat indikleme
0.0000 - B 16 saat indiklenmemis

BL21(DE3) TaLDH (yabanil tip) TaLDH (1. mutasyon
dizeltilmis)

Sekil 3. 21 Huicrelerin indiklemeden sonra 3 saat, 5 saat ve 16 saat inklibasyonu
sonucunda Ol¢lilen aktivite degerlerinin grafigi

16 saat indiklemede yiiksek aktivite elde edildigi icin indlklenen kiltiirin sipernatant
ve pellet fraksiyonlari mutasyonlu genin indiiklendikten 16 saat sonra alinan 6rnegin
sipernatant ve pellet fraksiyonunun vyiritildigh SDS-PAGE jeli Sekil 3.22'de

verilmektedir.

50kDa ¢——

40kD2 ¢ | 35 LD,
—— 35 kDa

25 kDa ¢—

Sekil 3. 22 Mutagenezler sonrasi elde edilen genden (retilen proteini inaktif proteinle
karsilastirmali olarak gosteren SDS-PAGE goriintlisii. Hat M: Protein Ladder Markir, Hat
1 ve 2: Gen icermeyen hiicre siipernatant ve pellet, Hat 3, 4: Mutasyon bulunan gen
iceren hiicre slipernatant ve pellet Hat 5, 6: Birinci mutasyonu dizeltilmis geni iceren
hilcre sipernatant ve pelleti, Hat 7, 8: iki mutasyonu diizeltilmis geni iceren hiicre
stipernatant ve pelleti, Hat 9: saflastirilmis PvLDH

3.8 Theileria annulata'nin Laktat Dehidrogenaz Enziminin Saflagtirilmasi

Theileria annulata'nin LDH geninin ifade edilmesi ile ¢oziilebilir formda elde edilen
rekombinant proteinin 3' ucuna eklenen C-terminal 6 his-tag bolgesi saflastirmanin

affinite kromatografisi ile yapilabilmesini miimkin kilmaktadir. Kolon dolgu maddesi
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olarak polihistidin bolgesi ile etkilesimi bilinen nikel nitrilotriasetik asit (Ni-NTA) agaroz
kullanilmistir. Sekil 3.23'te gosterildigi gibi NTA, nikel iyonunun icerdigi 6 ligand
baglanma bdlgesinden dordiine baglanmaktadir ve geri kalan 2 baglanma boélgesi de 6-
His tag ile etkilesime girmektedir. NTA, mevcut diger selat reginelere gore metal
iyonlarini cok daha stabil bir sekilde baglamakta ve o6zellikle giicli yikama kosullari

altinda iyonlari korumaktadir [77].

His-taq

NTA (nitriloasstik asit)
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Sekil 3. 23 Poli-His tag'daki komsu rezidiler ile Ni-NTA matriksinin etkilisemi

Hlcrelerin sonikasyonu 10 mM imidazol igceren lizis tampon ile yapildigi i¢cin 6-Histag
olmayan ve kontamine proteinlerin baglanmasi mimkiin oldugunca azaltilarak
proteinin kolon ile etklesimi arttirilmaktadir. 20 mM imidazol bulunan yikama tamponu
ile kolon yikanmakta ve baglanmayan proteinler uzaklastirilmaktadir. Son olarak kolona
250 mM imidazol iceren ellisyon tamponu ile muamele edilerek Ni-NTA'nin imidazol
etklesimini arttirilmasi sonucu kolondan proteinler uzaklastirilmakta ve saf olarak elde

edilmektedir [77]. Sekil 3.24 ile saflastirma slireci sematize edilmektedir.
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Sekil 3. 24 Saflastirma protokolliniin uygulanmasi

Protein kolona yliklendikten sonra toplanan ilk siizlintli; yikama tamponu ile muamele
edildikten sonra toplanan yikama fraksiyonlari ve eliisyon tamponu ile kolondan alinan

ellsyon fraksiyonlarinin SDS-PAGE analizi Sekil 3.25‘te verilmektedir.
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Sekil 3. 25 Saflastirma sonrasi 6rneklerin SDS-PAGE analizi a: ellisyonlar disindaki
fraksiyonlar. Hat M: Protein Ladder Markir, Hat 1 ve 2: Hiicre lizati ve pelleti, Hat 3: ilk
stzlintl, Hat 4: ve 5: Yikama 1 ve 2 Hat 6: saf Pv LDH b: ellisyonlarin bulundugu jel
gorlintlsi Hat M: Protein Ladder Markir Hat 1,2,3,4,5,6,7: Elisyon Fraksiyonlari Hat 8:
saf PvLDH

Saflastirilan enzim disinda gorilen bantlarin yok edilmesi amaci ile %5'lik gliserol iceren
liziz, yikama ve elisyon tamponlari kulaniimis ve enzimin saflik orani yukseltilmistir.
Elde edilen protein bantlarinin SDS-PAGE jel goriuntuleri Sekil 3.26°da verilmektedir.
Sekil 3.26a’da verilen gorintide elde edilen eliisyon fraksiyon bantlari olmasi beklenen

blyukliktedir. Sekil 3.26b’de ise saflastirilmak Uzere kolona yiklenen hiicre lizati ve
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pellet olmak (izere elde edilen diger saflastirma fraksiyonlari verilmistir. Jel

gorintisiinde hicre lizatina gore protein kaybi olmadigi gorilmektedir.
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50408 ¢— 008 ¢

40108 o 25408 «—o
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Sekil 3. 26 Gliserol iceren tamponlar ile gerceklestirilen saflastirma sonrasi jel
goriuntisu a: elisyonlar disindaki fraksiyonlar Hat M: Protein Ladder Markir, Hat 1 ve 2:
Hiicre lizati ve pelleti, Hat 3: ilk stizlint{, Hat 4: ve 5: Yikama 1 ve 2 b: ellisyonlarin
bulundugu jel Hat M: Protein Ladder Markir Hat 1,2,3,4,5,6,7,8 : Sirasiyla 1., 2. ,3., 4.,
5.,6.,7. 8. Elisyon Fraksiyonlari

3.9 Enziminin Molekiil Agirigi ve Molar Absorblama Katsayisinin Degerlerinin

Hesaplanmasi

Web tabanli “Peptide Property Calculator” [78] kullanilarak aminosit dizisinin istenen
molekdl agirhgr ve molar absorblama degeri elde edilmistir. Molektl agirhgi (M,,) 35220

Da, molar absorblama degeri (g) ise 27010 olarak hesaplanmistir.

3.10 Saflastinlmis Enzimin Optimum pH ve Spesifik Aktivite Degerlerinin

Belirlenmesi

Optimum pH deneyi ile TaLDH enziminin en iyi aktivite gosterdigi tampon pH degeri
belirlenmektedir. Standart reaksiyonlar 6 farkli pH degerinde hazirlanan Tris-KCl
tampon icerisinde gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar sonucu absorbans degerleri UV
visible spektrofotometre kullanilarak 340 nm dalga boyunda elde edilmistir. iki dlgiim
yapilarak elde edilen sonuglarin ortalama degerlerine gére optimum pH degeri

belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerleri Cizelge 3.3'te verilmektedir.
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Cizelge 3. 3 Optimum pH degerinin belirlenmesi igin yapilan ¢oklu tekrarlar sonucunda
elde edilen aktivite degeri (AAsso/dk)

pH DA;40/dk, DA;4/dk, DA;40/dKor
6,0 0,202 0,156 0,179
6,5 0,252 0,217 0,2345
7,0 0,254 0,218 0,236
7,5 0,352 0,322 0,337
8,0 0,288 0,214 0,251
8,5 0,257 0,233 0,245

1 ml reaksiyonda kullanilan enzim miktari hesaplamasi igin kullanilan eliisyonunun 20
pl’si 980 ul dH,0 icinde ¢oziilerek Ao nm dalga boyunda élglilen absorbans degeri
(3.1) denklemindeki formilde yerine koyularak enzim konsantrasyonu hesaplanmis;
sonug (3.2) ve (3.3) denklemlerinde yerine yazilarak reaksiyonda kullanilan enzim

miktari elde edilmistir.

1/8 oraninda seyreltilen enzimden 10ul ¢ekilerek reaksiyonda kullaniimistir.

(Azs0/ €) x seyreltme faktort = M (mol/l) (3.1)
M x 1. 10 = M; (Son molarite) x 1 (ml) (3.2)
Ms x MW = C (ug/ml) (3.3)

Aygo'de elde edilen absorbans 0,041'dir.
(0,041/27010) x 50 x 1000 =0,075mol/ml

(0,075 x 10x 103) /8 =M x 1
M; = 93,75x10° mol/ml
93,75x10° x 35220 = 3,3 pg/ml

Sekil 3.27'de ise elde edilen ortalama absorbans degerinin 6 farkli pH degerine karsi
olusturulan grafik verilmektedir. Deneyi sonucunda optimum pH 7,5 olarak

belirlenmistir. Yapilan sonraki ¢alismalarda pH degeri, 7,5 olan tampon kullaniimistir.
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Sekil 3. 27 Optimum pH belirleme deneyinde pH degerine karsilik absorbans degerleri
grafigi

pH 7,5 olan tampon ile gergeklestirilen reaskiyonun Ass; nm dalga boyundaki

absorbans degeri ve NADH'In molar absorblama katsayisi (3.6)'da verilen denklemde

yerine yazilarak hesaplanan enzim (nitesi, denklem (3.5)'te elde edilen protein

konsantrasyonuna oranlanarak spesifik aktivite degeri hesaplanmistir.

c(mol/l) = (A280)x50/ (g) (3.4)
c (mg/1) = (Azg0)x Mw / (€) (3.5)
U/ml = (AAzgo/dakika) x VT / (enaon X VE) (3.6)

c(mol/l)= 0,041 x 50 /27010 = 7,58 x 10" mol/I

c(mg/ml)= 7,58 x 10° x 35220 =2,67 mg/ml|

1/8 oraninda seyreltme yapildigi icin 2,67/8=0,3375 mg/ml
U/ml= (0,352 x 8 x 106) /6220 x 10 = 45,27 U/ml

Spesifik aktivite 134,13 U/mg

3.11 Saflastirilmis Enzimin Termostabilitesinin Belirlenmesi

Saflastirilan TaLDH enziminin stabil oldugu sicakliklari belirlemek igin optimum pH
deneyinde secilen ayni eliisyon ve seyreltme katsayisi kullaniimistir. 60 °C, 50 °C, 40
°C, 30°C, 20 °C olmak tizere 5 farkli sicakhk degerinde, 3'er dakika arayla 15 dakika
siresince  bekletilen enzim kullanilarak 1 dakikalik standart reaskiyon
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarin absorbans degerleri 340 nm dalga boyunda

Olcllmustir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.4'te verilmektedir.
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Cizelge 3. 4 Termostabilite deneyinde ¢coklu tekrarla sonucu elde edilen aktivite degeri

(AAz40/dk)
Zaman (dakika) DA/ dKo
60 °C 50°C 40°C 30°C 20°C
0 0,367 0,367 0,367 0,367 0,367
3 0,0065 0,1735 0,2255 0,2845 0,268
6 0,0065 0,107 0,1905 0,2195 0,2465
9 0,003 0,068 0,2165 0,27 0,285
12 0,005 0,0275 0,2015 0,2415 0,2495
15 0,005 0,013 0,1615 0,267 0,2055

Belirlenen absorbans degerlerinin zamana karsi gizilen grafigi Sekil 3.28'de verilmistir.
Bu sonuclara gore, enzimin 50 °C 'den sonra denatiire olmaya basladigi ve 60 °C' de yok
kabul edilebilecek kadar duslk bir aktivite gosterdigi gézlemlenmistir. En iyi aktiviteyi
20 °C ve 30 °C'de gdstermistir. 40 °C'de ise ¢ok biyiik fark olmamasina karsin daha

duslk aktivite gostermistir.
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Sekil 3. 28 Termostabilite deneyinde zamana karsi absorbans degerleri

3.12 Saflastirilmis Enziminin Kinetik Analizi

Bolim 2.2.9'da verilen saflastirma protokoliine goére TaLDH enzimi saflastiriimistir.
Saflastirilan enzimin konsantrasyonu Bolim 2.2.11'de verilen (2.1) ve (2.2)
denklemlerindeki formdllerin uygulanabilmesi icin 280 nm dalga boyunda
elisyonlardan 20 ul kullanilarak 980 ul dH,0 iginde ¢ozilmesi ile absorbans degeri

kaydedilmistir Elde edilen absorbans degerleri Cizelge 3.5'te verilmektedir.
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Cizelge 3. 5 Ellsyonlarin 280 nm'de 6lclilen absorbans degerleri

Eliisyonlar E, E, Es E, Es Eg E; Eg Eo Eqo
Absorbans
(DA ,50/dakika) 0,004 0,008 0,004 0,013 0,024 0,025 0,027 0,020 0,023 0,023
280
mg/ml 0,260 0,520 0,260 0,847 1,564 1,627 1,760 1,303 1,499 1,499

Konsantrasyon sonucu ve jel goriintlisiine gore ellisyon 5 substrat kinetigi deneyinde
kullanilmak Uzere secilmistir. Kullanilan enzimin konsantrasyonu 1,564 mg/ml’dir.
Enzim 1/10 oraninda seyreltilerek Bolim 2.2.14'de verilen kinetik bilgileri
dogrultusunda ve kinetik analiz igin verilen protokole gére ana stoktan seyreltilen farkh
konsantrasyonlardaki pirtivatin eklenmesiyle baslatilan reaksiyonun UV visible
Spektrofotometrede 340 nm'de Olgllmesiyle absorbans degerleri elde edilmistir.
Olgiimler en az iki kere tekrarlanmistir. Substrat konsantrasyonlari ve elde edilen

degerler Cizelge 3.6'da verilmektedir.

Cizelge 3. 6 Asso/dk’da saf TaLDH'in farkli pirtivat konstrasyonlarindaki akivite degerleri

Substrat Konsantrasyonu mM Aszgo/dk
0,016 0,0265
0,024 0,0570
0,048 0,1290
0,072 0,1710
0,144 0,2000
0,432 0,3090
0,972 0,3495
2,916 0,2355
3,888 0,1915
5,832 0,1230
11,664 0,1740

Elde edilen absorbans degerleri ve substrat konsantrasyonlari GraphPad Prism 6.0

programina girilerek grafigi elde edilmis ve Sekil 3.29’da gosterilmistir.
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Sekil 3. 29 Enzimin kinetik davranisi

Ayni program substrat inhibisyon moduli secilerek Michealis-Menten sabitleri Viax, Kv
ve inhibisyon sabiti K; degerleri elde edilmis ve Cizelge 3.7'de verilmistir. Elde edilen
Vmax Ve Ky degerleri kullanilarak elde edilen enzimin donlisiim sayisi ve katalitik etkinlik
degeri (2.7), (2.8) ve (2.9) 'da verilen denklemleirn (3.7), (3.8) ve (3.9)’'da yerine

yazilmasiyla belirlenmis ve Cizelge 3.7'de verilmistir.

A=V nax/ EnadH (3.7)
A=0,4682/6220

A=7,5273x 10”

keat (dONnlstim sayisi) = (A/E7)/60 (3.8)
E+=1,567 mg/ml/ 10 = 0,1567 mg/ml = 0,001567 mg/ml (1 ml kiivette)

Er=0,001567 g/l /35220 g/mol = 4,4491 x 10%Mm

keat=(7,5273 x 10/ 4,4491 x 10®)/60 = 28,19 s '=1,691 x 10° dk™

Katalitik etkinlik = kcat/Kwm (3.9)

Katalitik etkinlik = 28,19 / 0,0001511= 1,866 x 10° M*s™=1,1191 x 10’ M *dk™*
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Gizelge 3. 7 Saf TaLDH enziminin Michealis-Menten sabitleri

Michealis-Menten Sabitleri Michealis-Menten Degerleri Hata Orani
Vmax (Oran) 0,4682 +0,07966
Kn(mM) 0,1511 +0,05594
Ki (mM) 3,264 +1,233
Keat (s™) 28,19
Keat/Kna (M5 1,866 x 10°

Substrat inhibisyonu gosteren diger tirlerdeki LDH’larin literatlir taramasi yapildiginda
substrat konsantrasyonlarinin 40-50 mM’a kadar ciktigi belirlenmis Cizelge 3.7'de
verilen konsantrasyonlar disuk kaldigi icin K; degerini dogru yansitip yansitmadiginin
belirlenmesi igin sonraki analiz son substrat konsantrasyonu 50 mM ayarlanarak Epoch
Microplate Spectrophotometre ile alti tekrarli olarak gergeklestirilmistir. 50mM’a kadar
cikarilan substrat konsantrasyonlarina karsilik elde edilen absorbans degerlerinin
ortalamasi Cizelge 3.8’de verilmistir.

Tekrar saflastirma yapilmis ve kullanilan enzimin konsantrasyonu 280 nm dalga
boyunda bakilan absorbans degeri kullanilarak (3.1)'de yerine yazilarak hesaplanmis ve
Bradford yontemi ile de dogrulanmistir. Kullanilan eliisyonun miktari 0,977mg/ml'dir.
Enzim 1/20 oraninda seyreltilmistir. Kullanilan enzimin spesifik aktivitesi 8,23 U/ml ve
seyreltme sonrasi 1 ml'deki konsantrasyonu 0,04885 mg/ml ve 1,3869 x 10°® mol/I
alinarak denklem (3.6) ya gore hesaplama vyapildiginda 168,47 U/mg olarak

hesaplanmistir.

Cizelge 3. 8 Asz4o/dk’da saf TaLDH'in farkli pirtivat konstrasyonlarindaki akivite degerleri

Substrat Konsantrasyonu mM Azgof/dk
0,016 0,018
0,048 0,056
0,072 0,081
0,144 0,126
0,216 0,142
0,648 0,161
0,972 0,162
1,944 0,163
2,332 0,149
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Cizelge 3.8 As4o/dk’da saf TaLDH’in farkl pirtivat konstrasyonlarindaki
akivite degerleri (devami)

Substrat Konsantrasyonu mM Asq0/dk
2,916 0,134
3,888 0,121
5,832 0,085
11,664 0,067
20,412 0,039
49,572 0,012

Substrat konsantrasyonlari ve absorbans degerleri GraphPad Prism 6.0 programina
girilerek Michealis-Menten sabitleri ve reaksiyon hizi-substrat konsantrasyonu grafigi
elde edilmistir. Enzimin substrat konsantrasyonlarina karsi gostermis oldugu kinetik

davranisin grafigi Sekil 3.30 'da verilmektedir.
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Sekil 3. 30 Enzimin kinetik davranisi

Graphpad Prism 6.0 ile enzim inhibisyon denklemi kullanilarak elde edilen Michealis-
Menten sabitleri ise Cizelge 3.9'da verilmektedir. Elde edilen Ky, Vimax ve belilrlenen
enzim konsantrasyonu denklem (3.7), (3.8) ve (3.9)'da yerine yazilarak kcat ve kcat/Ku

degerleri hesaplanip Cizelge 3.9'da verilmistir.

A=0,2304 / 6220 = 3,7041 x 10™

E+=0,977 mg/ml/ 20 = 0,04885 mg/ml

Er=0,04885 g/l /35220 g/mol = 1,3855 x 108 M (1 ml kiivette)

keat=(3,7041 x 10°/ 1,3855 x 10®) / 60 = 44,55 s = 2,667 x 10% dk™
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Katalitik etkinlik = 44,61 /0,0001324= 3,3693 x 10° M's =2,014 x 10’ M dk™

Cizelge 3. 9 Saf TaLDH enziminin Michealis-Menten sabitleri

Michealis-Menten Sabitleri Michealis-Menten Degerleri Hata Orani
Vinax 0,2304 +0,01224
Kp(mM) 0,1324 10,01767
Ki 4,295 +0,5778
Keat (s™) 44,55
Keat/Kn (s M) 3,3693 x 10°

3.13 Theileria annulata'nin Laktat Dehidrogenaz Enziminin ileri Modellenmesi ve

Muhtemel ilag Baglanma Bolgelerinin Belirlenmesi

Yapilya dayandirilmis ila¢ tasariminda uygun ligandlarin bulunabilmesi igin tekrarli
basamaklardan olusan modelleme ¢alismalari saf olarak elde edilen ve kinetik analizleri
tamamlanan TalLDH icin gergeklestirilmistir. Enzimin modellemesi ilk olarak Erdemir vd.
[71] tarafindan kullanilan web tabanli SWISS-MODEL ile yapilmigtir. Bu tezdeki
calismada ise SWISS-MODEL'den daha Gstin oldugu disindlen [101] Modeller v9.12
programi ile elde edilen model kullanilarak muhtemel ilag baglanma bolgeleri
belirlenerek ileri derece modellemesi gerceklestirilmistir. Modellemenin birinci adimi
enzimin amino aist dizisinin veritabanindaki ¢ boyutlu yapisi bilinen proteinler ile
BLAST vyapilmasidir. Kullanilan yontem PSI-BLAST adi verilen pozisyona spesifik
BLAST'tir. 1T27 pdb numarali apikompleksan subesine ait olan Plasmodium falciparum
LDH'I yapilacak olan docking (yanastirma) c¢alismalari igin de referans olabilecegi icin
kalip dizi olarak belirlenmistir. Thileria annulata ve Plasmodium falciparum LDH'larinin
amino asitleri arasinda web tabanli bir program olan MUSCLE ile eslestirmesi

yapilmigstir. %50,7 benzerlik gosteren sonug Sekil 3.30'da verilmistir [90].

78



ID=50% pP=33.1
TalDH
1T25 &

TalDR
iT25_a

TaLDH
1725 8

TalbH#
1725 _a

TaLDH
1725 a

77
73

153
149

.........! MGSG IG‘:GM..L.....L W ”DIV HO #GE.LD. . H.N.4... #K3.G.N.Y.DE.G.

9!10 u...s YO”A l.!m SYL.D.E. VOICS ouw D!!. T IVOGIHGV! VO!L !...Z!.

Sekil 3. 31 Theileria annulata ve Plasmodium falciparum LDH'lari arasinda amino asit
diizeyinde eslestirme. TaLDH Theileria annulata’y), 1T25_a Plasmodium falciparum’u

belirtmektedir.

Elde edilen %50,7'lik oranin 6nemi Sekil 3.31'de verilmektedir. Bu sekle gore

modelleme % 30 benzerlik orani ile baslamakta ve bu nedenle elde edilen %50,7

yapilacak ileri modelleme ¢alismalari igin iyi bir benzerlik oranidir.

100

a0 5 Yapiya dayandinimig (la¢ tasanms

80 .i Yaprya dayandinimes hedef degerlendirme

70 = Yonlendirilmis mutagenez

60 ; Protein fonksiyonun belirlenmesi
[— so s

40

Yénkendirlimis mutagenez
E Protein fonksiyonun belirlenmesi

Hedef ile kalip arasindaki % dizi benzerligi

Sekil 3. 32 Hedef ve kalip dizi benzerligi ve elde edilen homoloji modelleme igerigi

arasindaki iliski [87]
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Modeller 9.12 [91] programina, kalip protein olan Plasmodium falciparum LDH'in
ktistal yapisi, hedef protein TalLDH amino asit dizisi dosyasi girilerek 50 model
olusturulmustur. DOPE skoru her bir model igin hesaplanmistir. DOPE skoru i¢ eneriji ile
ilgili oldugundan dislik oldugu zaman daha kararli oldugunu gostemektedir. Bu
nedenle 50 model arasindan DOPE skoru -36596,45703 kcal/mol degeri ile en dusik
olan model ileriki calismalar icin secilmistir. TaLDH'In secilen en iyi modelinin
goriintlsti N- ve C- terminal uclari ile Sekil 3.32'de verilmektedir. Sekildeki modelde
kirmizi ile gosterilen alfa heliks, yesil ile gosterilen beta-sheet ve gri ile gosterilen

random coils olarak belirlenmistir.

C-terminus

—

N-terminus \

Sekil 3. 33 TaLDH "in segilen en iyi modelinin gorintisu

TaLDH’In modellenmesi igin kullanilan kalip protein PfLDH ile siperimpozisyon
calismasi PyMol programi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonug¢ Sekil 3.33'te
gosterilmektedir. Sekil 3.33'te yesil renk ile gosterilen protein PALDH'a, kirmizi renk ile
gosterilen protein TalLDH'a aittir. Root-mean-square deviation (RMSD) degeri Pymol
(1T25) ile belirlenmistir [102]. iki protein yapisinin karsilastiriimasi sonucu ortaya ¢ikan
root-mean-square deviation degeri stiperimpozisyonu yapilmis proteinlerin atomlari

arasindaki uzakligi belirlemektedir. RMSD degeri 0,687 olarak belirlenmistir. RMSD
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degeri sifira ne kadar vyakinsa iki protein birbirine yapisal olarak o kadar

benzemektedir. Yapisal olarak iki proteinin 1760 atomu eslesmektedir.

Sekil 3. 34 TaLDH ve PfLDH enzimlerinin aminoasit dizilerinin sliperimpozisyonu.
Kirmizi: TaLDH, Yesil: P/LDH

Theileria annulata’nin konagl olan Bos taurus LDHA (BtLDHA) enzimi ile yapilan
sliperimpozisyon calismasi iki dizi arasindaki farklandirma acisindan oldukg¢a dnemlidir.
Yapilan galisma sonucunda Root-mean-square deviation (RMSD) degeri 1.314 olarak
belirlenmis ve 1431 atom arasinda eslesme oldugu tespit edilmistir. Edilen
stiperimpozisyon gorintlisi Sekil 3.35'te verilmektedir. Theileria annulata laktat
dehigdrogenaz geninin 98-109. rezidiler arasinda bulunan NEEWN insersiyon bolgesi

kirmizi loop olarak goriilmektedir.
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Sekil 3. 35 TaLDH ve BtLDHA enzimlerinin aminoasit dizilerinin stiperimpozisyonu.
Kirmizi: TaLDH, Yesil: BtLDH

Protein modelinin geometrisinin optimizasyonu (enerji minimizasyonu) AMBER99
forcefield (FF) kullanilarak 1000 déngtlide yapilmistir. Bu modelin optimizasyon dncesi
ve sonrasl enerji degerleri sirasiyla -728.624416 kcal/mol ve -8195.629509 kcal/mol olarak

belirlenmistir.

Validasyon asamasinda ilk olarak ERRAT programi kullanilmistir. Bu program,
olusturulan proteinin U¢ boyutlu yapisinin dogrulugunu atomik baglar acisindan
degerlendirmektedir. Atomlar Karbon (C), azot (N) ve oksijen (O) olmak (izere (g
kategoride siniflandirilmaktadir. Bu atomlarin ikili nonkovalent bag etkilesimleri de CC,
CN, CO, NN, NO ve 0O olarak alti farkli kombinasyon olusumuna neden olmaktadir
[92]. ERRAT programi kullanilarak, olusturulan modeldeki her bir rezidiiniin atomlari
arasindaki baglardan kaynaklanan hatalar belirlenmektedir. Programdan elde edilen
ciktiya gore grafikte; %95’in Uzerinde daha koyu olarak verilen alanlarda hatali olan
aminoasitleri gosterilmektedir. ERRAT skoru, protein quality factor, optimizasyon
oncesi ve sonrasinda sirasiyla 83,439 ve 92,971 olarak belirlenmistir. Sekil 3.35 ve Sekil
3.36'da ise olusturulan protein modelinin optimizasyon Oncesi ve sonrasinda ERRAT

program sonucu gosterilmektedir.
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Sekil 3. 36 Model TaLDH'in minimizasyon 6ncesi ERRAT programi sonucunun goriintisi
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Sekil 3. 37 Model TaLDH'in minimizasyon sonrasi ERRAT programi sonucunun
goruntusu

ProSa Programi (Protein Yapi Analizi) genis bir kullanici tabanina sahip, tahmin edilen
ve modellenen deneysel protein vyapilarinin, dizeltiimesi ve validasyonunda
kullanilmak Gzere kurulan bir aragtir. Protein yapilarinin analizi genellikle zor bir
uygulamadir. ProSa programi, skor ve enerji grafiklerinin gorintilenmesi icin web
tabanl interaktif araglarin avantajlarindan yararlanmaktadir. Bir proteinin belirlenen
skoru bilinen tim protein yapilari kapsaminda gosterilmekte ve sorunlu kisimlar (g
boyutlu molekil gostericide gosterilmekte ve belirtiimektedir. ProSa programi X-isini
analizi, NMR spektroskopisi ve teorik hesaplamalardan elde edilen protein yapilarinin

validasyonunda karsilasilan ihtiyaclarini gidermektedir [93].

Programa girilen yapinin z-skoru ve enerji dlzeyi olmak {izere iki c¢cikti elde
edilmektedir. Z-skoru genel model kalitesini belirler ve yapisi ¢oziimlenmis diger
protein konfarmasyonlarin enerjilerine gore sapmayi belirlemektedir. Belirtilen
proteinin z-skoru yorumlanmasini kolaylastirmak icin, 6zel bir deger ile protein veri
bankasindaki deneysel olarak belirlenen protein zincirlerinin z-skorlarini igceren bir alan

gorintulenmektedir.
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X-151n ve NMR vyapilarin farkli renkler ile belirtilmistir. Agik mavi alan X-iginini ifade
etmekteyken, koyu mavi alan NMR'i ifade etmektedir. Eger elde edilen model deneysel
olarak yapisi ¢ozmlenmis proteinlerin z-skoru degerlerinin disinda ise hatali olarak
kabul edilmektedir [93]. Yapilan validasyon sonucunda protein modeli X-isini
kristalografisinde ¢6zilmis olan proteinler arasinda gorilmistir. Optimizasyon sonrasi
Z-skorunun -10,08 olmustur (Sekil 3.38). Z-skoru proteinin deneysel olarak yapisi
¢Ozlimlenen proteinlerin skorlari arasinda yer almasi modelin dogru kabul edilmesini

saglamaktadir.

X-ray
BN NMR

Z Skoru

0 200 400 600 800 1000

Rezidl Sayis|

Sekil 3. 38 Optimizasyon sonrasi TaLDH modelinin Z-skor sonucu

Eneriji grafigi amino asit dizi pozisyonlarinin fonksiyonu olarak verilen enerjileriyle yerel
modelin kalitesini gostermektedir. Genel olarak, pozitif degerler modelde hatali ya da
sorunlu amino asitler olduguna karsilik gelmektedir. Tek rezidilerin enerjilerinin grafigi
genis dalgalanmalar icermektedir. Bu nedenle her bir 40 rezidi i¢in ortalama eneriji
hesaplanmasiyla grafik diizeltilmektedir [93]. Enerji diizeyine gore degerlendirildiginde
negatif bolgedeki rezidilerin ¢oklugu dikkat cekmektedir. Bu durum model proteinin

konformasyonun daha dogru bir sekilde belirlendigini gostermektedir. Grafikte goriilen
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pozitif bolgedeki degerler proteindeki sorunlu veya hatali aminoasitlerin varligini

gostermektedir (Sekil 3.39).

Bilinene Dayali Enerji

Dizi Pozisyonu

Sekil 3. 39 Optimizasyon sonrasi TaLDH modelinin enerji diizeyi grafigi

RAMPAGE programi [94], peptiddeki rezidilerin phi (¢) ve psi () adi verilen torsional
(burulma) acilarinin grafigini veren Ramachandran diyagramini olusturmaktadir.
Diyagramda ¢ degerleri x-ekseninde, y degerleri y-ekseninde yer almaktadir.
Ramachandran diyagramina gore proteinin (¢ boyutlu yapisinin kabul edilir oldugu ya
da olmadigi yorumu vyapilabilmektedir. Sekil 3.40'da verilen TalDH proteinin
optimizasyon sonrasi Ramachandran diyagramindaki asil bolge, kabul edilebilir bolge

ve dis bolgedeki rezidii ylizdeleri sirasiyla, % 93.8, % 5.3 ve % 0,9'dur.
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Sekil 3. 40 Optimizasyon sonrasi TaLDH modelinin Ramachandran diyagrami. Bu
diyagramda asil bolgeler mavi, kabul edilebilir bolgeler turuncu, dis bolgeler beyaz
olarak gosterilmistir

PSIPRED programi [95] kullanilarak proteinin ikincil yapisinin analizi yapilmistir ve bu
analizden elde edilen sonug Sekil 3.41'de verilmektedir. Bu goriintiide proteinin ana
zincirinde bulunan her bir amino asidin, ikincil yapida hangi bicimde bulundugunu
gostermektedir. SOPMA [103] kullanilarak ise ikincil yapisinda bulunan modellerin
ylzdeleri alfa heliks % 37.2 uzun iplik %19,25, beta donis %11,80, rastgele dongiler %

31,68 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3. 41 TaLDH model proteinin ikincil yapi sonuglari
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Protein ylizeyindeki ceplerin belirlemesi kiguk molekdillerin baglanma bdlgelerinin
bulunmasi acisindan 6nemlidir[97]. Modellenmis proteinin ylizeyindeki cepler ve
muhtemel ilag baglanma bélgeleri GHECOM 1.0: Grid-based HECOMi finder sunucunun
matematiksel morfolojiyi kullanmasiyla belirlenmistir [97]. Sekil 3.42'de verilen
goriintiide belirlenen muhtemel cep bodlgelerin hepsi protein modeli Uzerinde

gosterilmektedir.

Bolge 3

Bolge 2

Bolge 5

Bolge 4

Bolge 1

Sekil 3. 42 Protein ylizeyinde muhtemel ilag baglanma bolgesl olarak belirlenen
bolgeler Kirmizi renk ile gosterilen bdlge 1, mavi renk ile gosterilen bolge 2 (aktif bolge)
yesil renk ile gosterilen bolge 3, turuncu renk ile gosterilen bolge 4, turkuaz renk ile
gosterilen bolge 5 olarak ifade edilmektedir.

Ug boyutlu yapisi lizerinde belirtilen bélgelerin birincil yapisinda etkilestigi rezidiler
dizi bazinda kalip protein ile karsilastirilarak Sekil 3.43'te gosterilmektedir. Sekil 3.43'te
renklere gore yapilan rezidi eslesmesnde mavi ile gosterilen bolge icin verilen rezidiler
icinde enzimin aktif bdlge olarak bilinen 98-109. rezidiller arasinda yer alan
pentamerlik insersiyon bolge de bu cep icinde yer almaktadir. Bu bolgeyle birlikte
enzimin korunmus ve katalitik rezidileri arasinda yer alan amino asitlerde mavi renkle

gosterilen bolge icinde yer almaktadir.
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yesil renk ile gosterilen bolge 3, turuncu renk ile
89

gosterilen bolge 4, turkuaz renk ile gosterilen bolge 5 olarak ifade edilmektedir.

)

Uzerinde kapladigi yerlerin gdsterimi. Kirmizi renk ile gosterilen bolge 1, mavi renk ile
gosterilen bolge 2 (aktif bolge

Sekil 3. 43 Protein ylzeyinde belirlenen bolgelerin kalip protein ile karsilastirilarak dizi



Sekil 3.44'te ise kalip protein ile eselstiriimeden yalnizca dizi Gzerinde belirlenen tim

bolgelerde yer alan rezidiler gosterilmektedir.
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Sekil 3. 44 Protein ylizeyinde belirlenen bdlgelerinin dizi Gizerinde kapladigi yerlerin
gosterimi. Kirmizi renk ile gosterilen bolge 1, mavi renk ile gosterilen bolge 2 (aktif
bolge) yesil renk ile gosterilen bolge 3, turuncu renk ile gosterilen bolge 4, turkuaz renk
ile gosterilen bolge 5 olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 3.45'te belirlenen muhtemel ligand baglanma bdlgeleri protein ylizeyindeki
gorintuleri yer almaktadir. Bu sekillere gore yakin yerlere baglaniyor gibi goriinseler de
Sekil 3.42, Sekil 3.43 ve Sekil 3.44'te verilen goruntilerde farkli bolgeler oldugu buna
ragmen c¢akisan rezidilerin azlig gdsterilmektedir.

Bolge 1

Sekil 3. 45 Belirlenen her bir bélgenin model protein tzerinde gosterilmesi. Kirmizi renk
ile gosterilen bolge 1, mavi renk ile gosterilen bolge 2 (aktif bolge) yesil renk ile
gosterilen bélge 3, turuncu renk ile gosterilen bolge 4, turkuaz renk ile gosterilen bolge
5 olarak ifade edilmektedir.

Modellenmis proteinin muhtemel ila¢ baglanabilecek cep bélgeleri DoGSiteScorer [96]
programi kullanilarak da belirlenmistir. DoGSiteScorer programi ile belirlenen cep
bolgeslerinden ilag skoru 1’e yakin ise ilag gelistiriimesine daha uygun oldugu
bilinmektedir [96]. DoGSiteScorer programi verilerine gore PO bdlgesinin ilag skoru

0.81 olarak bulunmustur ve en iyi ilag hedef bolgesi olarak segilmistir (Sekil 3. 42).
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Sekilde protein Uzerinde 7 farkli cep bolgesinin fiziksel ozellikleri ve ilag skoru
verilmistir. Protein modeli lizerinde hedef olarak ilacin en iyi baglanacagi bolge mavi
renkle gosterilen PO bolgesi, bolgeleri GHECOM 1.0: Grid-based HECOMi finder
sunucusu kullanilarak bulunan mavi renkli bolge 2 ile ayndir. Bu nedenle model

proteinin cep bolgelerinin ilag tasarimina uygun oldugu gorilmektedir.
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Sekil 3. 46 Model proteinin aktif bélgelerinin DoGSiteScorer gorintlsi
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BOLUM 4

DEGERLENDIRME VE ONERILER

4.1 Degerlendirme

Laktat dehidrogenaz, Theileria annulata dahil tim canhlarin glikoliz metabolizmasinin
son basamaginda gorevli 6nemli bir enzimdir. Apikompleksa subesine ait Plasmodium
ve Toxoplasma tlrlerinin laktat dehidrogenaz enzimlerinin yapisal ve kinetik
analizilerinin yapilmis olmasi [7], [57], [59], [66], [104] bu calismayi da degerli
kilmaktadir.

Bu tez calismasinda T. annulata laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan genin
literatlirde ilk defa klonlamasi, ifade edilmesi yapilmis ve saf olarak elde edilen enzimin

kinetik karakterizasyonu ve yapisal karakterizasyonu yapilmistir.

intron icerdigi tespit edilen 1591 baz cifti uzunlugunda Theileria annulata laktat
dehidrogenaz enziminden [71] yonlendirilmis mutagenez yodntemi ile intronlar
uzaklagtirilarak 969 baz ¢ifti uzunlugundaki TaLDH geni amplifiye edilmistir. Gen
bélgesi klonlandiktan sonra ifade edilmistir. Uretilen proteinin SDS-PAGE, Western Blot
ve aktivite analizleri ile inaktif olarak uretildigi tespit edilmistir. Dizileme sonucu ile
mutasyon oldugu belirlenmistir. Meydana gelen mutasyonlar enzimin katalitik
rezidilerinden birinde oldugu icin inaktif halde protein Uretilmesine sebep olmustur.
Tespit edilen mutasyonlar da yonlendirilmis mutagenez yontemi ile dizeltilmistir.

Mutasyonlarin genin -20 °C'de saklanmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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Theileria annulata laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen bdlgesi ifade vektoriine
aktarilirken kullanilan spesifik primerler ile protein dizisine 6 x Histag bolgesi
eklenmistir. SDS-PAGE analizleri ile proteinin slpernatant fraksiyonunda ¢ozilur
formda dretildigi gorilmistir. Uretilen protein C-terminal ucunda bulunan His-tag
bolgesinin kolondaki Ni-NTA ile etkilesmesiyle saflastirilims ve aktivite deneylerinde

aktif olarak Uretildigi belirlenmistir.

Theileria annulata laktat dehidrogenaz enziminin kinetik analizinden dnce optimum pH
degerinin 7,5 oldugu belirlenmistir. Sonraki kinetik analiz deneylerinde kullanilan
tampon pH'si belirlenen optimum pH'da ayarlanmistir. Termostabilite deneyinde ise
enzimin 60 °C'de aktivitesini kaybettigi, 50 °C'de aktivitesinin zamanla azaldigi, 20-40 °C

arasinda ise enzimin aktivitesini korudugu gézlenmistir.

Theileria annulata laktat dehidrogenaz enziminin farkh substrat konsantrasyonlarinda
340 nm dalga boyunda absorbans degerleri belirlendikten sonra Graphpad Prism 6.0
programina girilerek substrat inhibisyon moduli kullanilarak Vmax 0,2304, KM 0,1324
mM, Ki 4,295 mM, kcat 44,55 s-1 ve kcat/KM 3,3693*105 M-1s-1 olarak bulunmustur.
Belirlenen parametreler Epoch Microplate Spektrofotometre kullanilarak altili tekrarlar

ile dogrulanmustir.

Prototip olarak % 95 ve Uzeri saflik ile 168,47 U/mg spesifik aktivite degerinde uretilen

laktat dehidrogenaz enzimin ticari Gretiminde Ustlinliik saglayacagi diisintilmektedir.

Pek ¢cok enzimin aktivite degerlerine karsilik substrat grafigi ¢izildigi zaman Michealis-
Menten egrisi elde edilmektedir. Ancak bazi enzimler yiksek substrat
konsantrasyonunda inhibe olmakta ve aktivite degeri dlismektedir. Theileria annulata
laktat dehidrogenaz ezimi de yliksek substrat konsantrasyonunda inhibe olmaktadir.
Elde edilen parametreler literatlrdeki diger tirlerin laktat dehidrogenaz enzimlerinin
pirGvat icin kinetik degerleri ile karsilastiriimasi Cizelge 4.1'de verilmektedir. Elde
edilen Ky, degeri apikompleksan tirlerinden Toxoplasma gondii ve Plasmodium malaria
LDH’larinin Ky, degerleri ile yakin ¢ikmis ancak K; degeri icin ayni yorum yapilamamistir.
Konak canlinin laktat dehidrogenaz enziminin kinetik analizi literatirde yer almadigi

icin konakla karsilastirma yapilamamaktadir. Konaga yakin oldugu disinilen River
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buffalo’nun laktat dehidrogenaz enziminin yalnizca Ky, degeri Cizelge 4.1'de yer

almaktadir.

Cizelge 4. 1 Farkli turlerdeki laktat dehidrogenaz enzimlerinin pirtivat icin kinetik
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Enzimin aktivite degerinin yiksek substrat konsantrasyonunda azalmasi substrat
inhibisyonu olarak adlandiriimaktadir. Substrat inhibisyonu olmayan ilk LDH 163.
pozisyonda l6sin bulunduran PfLDH olarak bildirilmistir [63]. Toxoplasma gondii’nin
LDH1 ve LDH2 enzimlerinin 163. pozisyonunda metiyonin bulunmaktadir. Ancak LDH2
ylksek substrat konsantrasyonunda inhibe olmamakta, LDH1 ise inhibe olmaktadir.
Substrat inhibisyonun sebebi 163. pozisyonda bulunan amino asitlerin baglanmasiyla
actklanmaktadir. Metiyoninin karbonil oksijeni, nikotinamid dinlikleotitin nitrojeni ile
hidrojen bagi kurmaktadir. Metiyonin yan zinciri, 163. Poziyonda Serinin amino asidi
oldugu durumda O, molekiline baglanan su molekilinin  baglanmasini
engellemektedir ve su molekili kofaktore affinite saglayarak, substsrat inhibisyonunu

arttirici ve ayrilmayi azaltici bir etki gostermektedir [59].

Substrat inhibisyonunun ortadan kaldirilmasi icin insan LDHA4 [63] LDHB4 [68] ve
BsLDH’da [64] 163. pozisyondaki serin amino asidi |6sin amino asidine g¢evrilmistir.
Yapilmis olan literatlir arastirmasina gére Toxoplasma gondii’nin LDH1 enzimi su ana
kadar calisiimis olan Apikomplexan LDH’lari arasinda substrat inhibisyonu gosteren tek
LDH enzim olup 163. pozisyonunda metiyonin bulundurmaktadir [59]. Theileria
annulata LDHInin da bu tez calismasinda ilk defa kinetik analizi gerceklestirilmis ve

substrat inhibisyonu analiz edilmistir.

Kinetik karakterizasyonu yapilan Theileria annulata laktat dehidrogenaz enziminin
homoloji modellemesi yapilarak (i¢ boyutlu yapisi olusturulmusturElde edilen (g
boyutlu yapinin konak laktat dehidrogenaz enziminin modeli ile sliperimpozisyonu
yapilmis ve alignment ile farklandirilan 98-109 rezidiler arasinda yer alan NEEWN
insersiyonu gosterilmistir. Bu bdlgenin segici inhibisyonda Ustlinlik saglayacagi
diuslinulmektedir. Ayrica enzimin aktif bolgesi belirlenerek muhtemel ila¢g baglanma
bolgeleri gosterilmigtir. Belirtilen bolgeler arasinda insersiyonu igeren aktif bolge ve
hem substrat hem de kofaktor olarak nikotinamid adenin dinukleotit baglanma

bolgeleri yer almaktadir.
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4.2 Oneriler

Bu tez calismasi ile TaLDH proteininden elde edilen sonuglarin kullanilimasiyla;

1.

Substrat inhibisyonunda etkili olan 163. pozisyondaki metiyoninin I&sin amino

asidi ile yer degistirilmesi ve substrat inhibisyonuna olan etkisinin gorilmesi,

Konak ve parazit laktat dehidrogenazi ile yapilan eslestirmeler g6z oniine
alinarak; belirlenen insersiyon bdlgesinin calisilarak enzim aktivitesine olan

etkisinin gorilmesi,

Belirlenen bu bdlge icin secilen bilesikler ile docking yapilarak inhibitér

calismalarinin gerceklestirilmesi,
inhibitorler ile muamele edilen enzimin kinetik karakterizasyonunun yapilmasi,

Protein igin belirlen inhibitorlerin kullaniimasi ile yeni ilag tasarimina yonelik in

vivo ¢alismalarinin yapilmasi dnerilmektedir.
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