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	: Ampisillin-X-Gal-IPTG 

	Bç
	: Baz Çifti

	BLAST
	: Basic Logal Alignment Search Tool

	BspA
	: Bacteroides surface protein A 
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Trichomonas vaginalis SİALİDAZ GENİNİN E.coli’DE KLONLANIP BİYOLOJİK AKTİVİTESİNİN ARAŞTIRILMASI
Başbülbül G. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Parazitoloji Programı Doktora Tezi, Aydın, 2024.
Amaç: Bu araştırma bir protozoon parazit olan T.vaginalis’in siyalidaz enzimini kodlayan geni klonlamak ve rekombinant organizmadan elde edilen ham ve saflaştırılmış siyalidaz enziminin biyolojik aktivitesini araştırmak amacıyla yapılmıştır. 
Gereç ve Yöntem: Araştırmada ADÜ Tıbbi Parazitoloji Anabilim Dalı’ndan temin edilen T. vaginalis parazitinin DNA’sı kullanılmıştır. PCR ile çoğaltılan siyalidaz geni, resktriksiyon ve ligasyon aşamalarından sonra, pET30a plazmidi üzerinde kimyasal transformasyon ile E.coli bakterisine aktarılmış ve üretilen siyalidaz proteini saflaştırılmıştır. Siyalidaz aktivitesi ham ve saflaştırılmış örneklerde, Nöraminidaz deney kiti ile araştırılmıştır. 
Bulgular: PCR ile çoğaltılan siyalidaz geninin büyüklüğü yaklaşık 1050 bp’dir. Sekans analizi sonucu amplikonun T. vaginalis G3 suşuna ait siyalidaz enzim geni ile % 99.69 oranında identiktir. pUC19 ve Pet30 plazmidleriyle yapılan transformasyon sonucu Sia32 olarak adlandırılan klon seçilmiş ve üretilen rekombinant proteinin molekül ağırlığı 44.5 kDa olarak hesaplanmıştır. Saflaştırma için yapılan optimizasyon denemelerinde en iyi metodun imidazolsüz başlangıç ve 25-200 mM lık imidazol elüsyon adımlarını içeren yöntem olduğu gösterilmiştir. Ham ve saflaştırılmış siyalidaz içeren örneklerde nöraminidaz deney kiti ile enzimin biyolojik aktivitesi doğrulanmış ve saf örneklerde enzim aktivitesinin daha düşük olduğu tespit edilmiştir.
Sonuç: Bu çalışmada T. vaginalis parazitine ait siyalidaz geni klonlanarak saflaştırılmış ve biyokimyasal aktivitesi ticari deneme kiti ile doğrulanmıştır. Böylece, laboratuvarımızda rekombinant siyalidaz üreten E.coli BL21 suşu oluşturulmuştur.  Rekombinant suş, siyalidaz enziminin diğer biyolojik özelliklerinin çalışılması ve siyalidaz inhibitörü geliştirmek için kaynak olacaktır.
Anahtar kelimeler: Siyalidaz, Trichomonas vaginalis, Klonlama, Rekombinant protein, Saflaştırma 

ABSTRACT


[bookmark: _Toc488176620]CLONING AND BIOLOGICAL ACTIVITY DETERMINATION OF SIALIDASE GENE OF Trichomonas vaginalis 

Başbülbül G. Aydın Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Medical Parasitology Program, Doctorate Thesis, Aydın, 2024. 
Objective: The aims of the research were cloning of sialidase gene from T.vaginalis which  known as a parasitic protozoon and investigation of biological activity of both crude and purified enzyme preparations obtained from recombinant organism. 
Material and Methods: In this research, T. vaginalis genomik DNA sample was provided by ADÜ Medical Parasitology Department. PCR amplified sialidase gene transferred to E.coli host after restriction and ligation steps. Then, sialidase activity was tested on both crude and purified samples using Neurominidase assay kit. 
Results: PCR amplified sialidase gene was 1050 bp in length. According to sequence analysis, amplicon sequence showed highest identity to T.vaginalis G3 sialidase gene at 99.69%. The clone named Sia32 was choosen after transformation steps and molecular weight of recombinant sialidase protein was determined as 44.5 kDa. According to optimization results,  most effective way for protein purification was the one which started without imidazole and elution at 25-200 mM imidasole. To determine the biological activity of enzyme in crude and pure samples, neurominidase assay kit was used. It was found that enzyme activity was lower in purified samples than the crude ones.
Conclusion: In this study, T.vaginalis sialidase gene was cloned and the biochemical activity of enzyme was verified with commercial assay kit. Thus, a recombinant sialidase producing E.coli BL21 strain was constructed in our laboratory. Recombinant strain will be a source for further studies regarding other biological properties of enzyme and inhibitory substance development for sialidase.
Keywords: Sialidase, Trichomonas vaginalis, Cloning, Recombinant protein, Purification.
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Trichomonas vaginalis (Tv), cinsel yolla bulaşan Trikomoniyaziz enfeksiyonunun etkeni olan, tek hücreli, flagellalı, mikroaerofilik bir protisttir.  T. vaginalis ayrıca kadın ve erkek kısırlığı ve erken doğum/düşük doğum ağırlığı ile ilişkilidir (Secor ve diğerleri, 2014). Kadınların %50’sinde klinik belirti görülmezken, erkeklerde bu oran %75’dir. Erkeklerde prostat iltihabına neden olabilir (Sutton ve diğerleri, 2007).
Mukozal salgılar ile fiziksel olarak mikropların temizlenmesi en etkili ilk hat savunmasıdır. Gün içerisinde milyonlarca mikroorganizma sadece bu metotla vücut boşuklarından temizlenir (Wiggins ve diğerleri, 2001). Mukus, su, glikoproteinler (musinler) ve iyonlardan oluşur. Müköz jeller, laktoferrin, lizozim ve immunoglobulinler içerirler ve özgül olmayan antibakteriyal kapasiteleri vardır. Musinler, mukozal akımın miktarı ve akışkanlığını belirler (Carlstedt ve Sheehan, 1989; Eggert-Kruse ve diğerleri, 2000). Kadın üreme sisteminde servikal mukusun öncelikli fonksiyonu üst üreme kanalını mikrobiyal invasyona karşı savunmaktır.
Musinleri degrade eden enzimler arasında en önemlilerinden biri siyalidazlardır. Siyalidazlar dışında musin parçalanmasında rol oynaması muhtemel enzimler glikozidaz, proteaz ve sulfatazlardır (Bagriacik ve Miller, 1999). Musin degrade edici enzimler, özellikle virulensteki rolleri ve immun fonksiyondaki muhtemel etkileri açısından çalışılmaktadır. Araştırma sonuçları enfeksiyonların tedavi edilmesinde bu enzimlerin inhibitörlerinin kullanılabileceğini göstermiştir. Örneğin, İnfluenza A ve B siyalidaz enzimlerinin inhibitörleri yakın zamanda geliştirilmiştir. 
Ancak, terapide inhibitörleri kullanılabilecek siyalidaz enzimleri çok çeşitli olduğu için bu tür çalışmaların artması önemlidir. İlgili enzimin rekombinant üretimi ve biyolojik aktivitesi ile ilgili araştırmalar bu açıdan bir temel oluşturmaktadır. Bahsedilen sebeplerden ötürü bu çalışmada, insanlarda hastalık yapan parazit protozoon T. vaginalis’in siyalidaz enzimini kodlayan genin klonlanması, biyokimyasal ve fonksiyonel olarak karakterize edilmesi amaçlanmıştır. 
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2.1. Trichomonas vaginalis ve Trikomoniyazis

T. vaginalis kamçılı bir protozoon parazittir ve global prevalansı yaklaşık 250 milyon olan trikomoniyazisin etkenidir. Trikomoniyazis, viral olmayan ve cinsel yolla bulaşan enfeksiyonlar arasında en yaygın görülen enfeksiyondur. 
Enfekte kadınlarda görülen belirtiler vajinit ve vajinal akıntı olmakla beraber bu enfeksiyon pelvik inflamatuar hastalığı, HIV bulaşıcılığı ve edinimi ve serviks kanserlerini de içeren riskleri artırarak ciddi sonuçlara neden olabilmektedir (Mercer ve Johnson, 2018). Tv ayrıca kadın ve erkek kısırlığı ve erken doğum/düşük doğum ağırlığı ile ilişkilidir. Kadınların % 50’sinde enfeksiyon belirtisiz seyrederken erkeklerde bu oran %75 dir. Tv erkeklerde prostat iltihabına neden olabilir (Sutton ve diğerleri, 2007). 5-nitro-imidazole olan metronidazolün kullanılmasıyla, günümüzde Tv enfeksiyonlarının %95’inden fazlası tedavi edilebilmektedir ancak ilaca dirençli suşlar artmaktadır.
Semptomatik kadınlarda görülen trikomoniyazis şikayetleri, vajinal akıntı, kaşıntı ve irritasyondur. Enfeksiyon belirtileri arasında en yaygın olanlar vajinal akıntı (%42) ve koku (% 50) iken ödem (% 22) veya eritem (% 37) daha az görülmektedir.  Vajinal akıntının karakteri köpüklü olarak tanımlansa da aslında vakaların yalnızca % 10’unda köpük görünümündedir ve rengi değişkenlik gösterebilir. Colpitis macularis (çilek benzeri serviks)  bu enfeksiyon için tipik bir belirti olmasına rağmen rutin muayenede nadiren saptanabilir ve sadece kolposkopi ile güvenilir şekilde belirlenebilmektedir. Diğer şikayetler arasında idrar yapma güçlüğü ve alt karında ağrı yer almaktadır. Kadınların büyük çoğunluğunda üretra da enfekte olmaktadır. 
T. vaginalis ile enfekte kadınların neredeyse yarısı asemptomatiktir. Bu sebeple, tarama çalışmaları yapılmadığında, teşhis de gözden kaçmaktadır. Parazite cevap olarak gelişen inflamatuar tepkinin şiddetine göre semptomların ciddiyeti de değişmektedir (Schwebke ve diğerleri, 2004).
T. vaginalis ile enfekte erkeklerin neredeyse tamamı asemptomatik iken, bu organizmanın üretrada patojenik davranışı sonucu non-gonokokkal üretrite sebep olduğuna dair kanıtlar artmaktadır. Ayrıca, trikomoniyazis daha nadiren kronik, bakteriyal olmayan prostat iltihabına da sebep olmaktadır. Sperm hareketliğini ve canlılığını değiştirmek suretiyle erkeklerde kısırlığa katkı sağlar.

2.2. T. vaginalis’in Morfolojisi ve Özellikleri

T.vaginalis flagellalı ökaryotik bir mikroorganizmadır ve farklı hücresel formlarda bulunur. En iyi karakterize edilmiş olan iki form trofozoit ve ameoboid formdur. Trofozoit, serbest yüzen, flajellalı, armut benzeri hücrelerdir. Amoeboid form ise yüzey teması önemli miktarda artmış formdur ve in vivo vajina, serviks, üretra ve prostat epitel hücreleri ve ECM proteinleri ile trofozoitlerin teması sonucu hızlıca indüklenir. Pseudokistler ise görünürde flagella içermeyen, yuvarlak hücrelerdir ve bölünerek tekrar trofozoitlere farklılaşabilirler (Şekil 1).
[image: Various cellular forms of Trichomonas vaginalis (TV). The TV trophozoite is characterised with four anterior and a fifth recurrent flagella. Upon contact with human tissue, TV can rapidly differentiate into an amoeboid form. In vitro trophozoites can differentiate into pseudocysts upon exposure to cold. Pseudocysts are spherical cells without visible flagella (they are internalised), they can divide and redifferentiate into trophozoites.15 It is not known if amoeboid form can differentiate into pseudocysts (?). Trophozoites are also known to form large cellular aggregates, in a process called swarming. Such groups of cells are thought to have stronger binding and cytotoxicity properties towards human tissues, and could also represent a form of defensive reaction to the host immune responses.21.]
Şekil 1. T. vaginalis’in çeşitli hücresel formları. Trofozoitinde beş adet flagella bulunur. İnsan dokusu ile temasa geçtiğinde, trofozoit hızlıca amoeboid forma dönüşür. In vitro ortamda soğuğa maruz kalan trofozoitler pseuodokistlere farklılaşabilir. Ameboidlerin pseudokiste farklılaşabildikleri bilinmemektedir. Trofozoitler yığınlaşma denilen bir işlemle büyük hücresel agregatlar da oluşturabilmektedirler. Bu tür hücre gruplarının insan dokularına bağlanma ve sitotoksisite kabiliyetleri daha güçlüdür ve konak immun cevaplarına karşı oluşturulan bir savunma formudurlar (Hirt, 2013).  
Parazit ayrıca,  iki Mycoplasma türü ve bir virüsü içeren ve patojenitesine katkıda bulunan kendi mikrobiyotasına sahiptir. T. vaginalis genom dizisi yayınları, omikler, in vitro adherans ve sitotoksisite denemeleri arttıkça ve konak-patojen etkileşimlerini görüntüleme teknikleri geliştikçe, son yıllarda bu önemli parazitin hangi yollarla hastalığa neden olduğu konusunda epey yol katedilmiştir (Fichovora ve diğerleri, 2017).
Parazitin enfeksiyonu gerçekleştirebilmesi için, konağın epitel hücreleriyle temas etmesi, konağın immun saldırı cevabından kurtulması ve vajinal mikrobiyotası  ile yarışması gerekir (Şekil 2).
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Şekil 2. Trichomonas vaginalis’in patojenik davranışları (Mercer ve Johnson, 2018)
T. vaginalis’in sitopatik etkisini gösterebilmesi için öncelikle ekstraselüler matrikse ya da konak epiteline bağlanması gereklidir. Bağlanma, bir takım yüzey proteinleri ve konak hücre yüzeyindeki yapıya bağlanan yüzey molekülleri ile gerçekleşir. Tv yüzeyinde yer alanlar, lipoglikan, BspA, tetraspaninler, gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz, emolaz, suksinil CoA sentetazlardır. Galectin 1 ve 3 konak hücre yüzeyinde yer alırken, ekstraselüler matrikste bağlanma molekülü olarak fibronektin bulunur.  Konak hücre epiteline adezyonda pek çok Tv faktörü veya eksozomlar işe karışmaktadır. Sonraki adımda sistein proteazlar, metalloproteazlar, romboid proteazlar ve fosfolipaz A2 yi de içeren pek çok effektör ile konak hücrelere zarar verir. Mycoplasma hominis ve Tv virüs varlığında semptomlar kötüleşebilir (Leitsch, 2016).

2.3. Mukus, musinler ve siyalidazlar 

Mukozal salgılar ile fiziksel olarak mikropların temizlenmesi en etkili ilk hat savunmasıdır. Gün içerisinde milyonlarca mikroorganizma sadece bu metotla vücut boşuklarından temizlenir. Mukus viskozitesinde döngüsel farklılıklar oluşabilir, örneğin servikal mukus daha az akışkan olduğu zamanlarda daha büyük yabancı madde infiltrasyonuna izin verebilir (Zopf ve Roth, 1996). 
Mukus, su, glikoproteinler (musinler) ve iyonlardan oluşur. Müköz jeller, laktoferrin, lizozim ve immunoglobulinler içerirler ve özgül olmayan antibakteriyal kapasiteleri vardır. Kadın üreme sisteminde servikal mukusun öncelikli fonksiyonu üst üreme kanalını mikrobiyal invasyona karşı savunmaktır. Mukus entegre bir antibakteriyal fonksiyona sahiptir. Mukusta bulunan ve laktoferrin, lizozim ve salgısal IgA ‘yi içeren proteinler bu savunma sisteminin bir parçasıdırlar. Özgül aktiviteye sahip olmasalar da antibakteriyal amaçlıdırlar. Musinler, mukozal akımın miktarı ve akışkanlığını belirler (Carlstedt ve Sheehan, 1989; Eggert-Kruse ve diğerleri, 2000).
Mukus patojen kolonizasyonu için en önemli bariyerdir. Mukusun major bileşenleri musinlerdir ve oldukça fazla glikozillenmiş proteinlerdir. Kuru ağırlıklarının % 85’i karbohidrat olabilir ve  bu durumun onları proteolizisten koruduğu düşünülmektedir. Molekül ağırlıkları 5 x 105- 4 x 106 Da arasında değişen büyük glikoproteinlerdir. Diğer glikoproteinlerin çoğunun tersine musinler O-glikozillenmiştir (Elstein, 1978). O-glikoproteinler epitelyumun yenilenmesinde ve farklılaşmasında, adezyonda, immun cevapta ve hücre sinyalizasyonunda kritik role sahiptirler. Bu glikoproteinler lokalizasyonlarına göre salgılanan musinler ve membrana bağlı musinler olmak üzere iki gruba ayrılırlar. Salgılanan musinler sadece hücrelerin dışındaki proteinlerle etkileşime girerken, membrana bağlı musinler hücredışı domainleri ile dışarıdaki proteinlerle, sitoplazmik kuyrukları sayesinde ise içerideki proteinlerle etkileşirler. Transmembran bölgeleri boyunca diğer transmembran proteinler ile de ilişki kurabilirler. Musinlerin diğer proteinler ile etkileşimleri, biyolojik fonksiyonları ve hastalıklardaki rolleri çeşitli yayınlarda tanımlanmıştır (Saez ve diğerleri, 2017).

[image: Principles of mucin structure: implications for the rational design of  cancer vaccines derived from MUC1-glycopeptides - Chemical Society Reviews  (RSC Publishing) DOI:10.1039/C6CS00858E]
Şekil 3. Membrana bağlı musinlerin yapısı. Musinler, lektinler, siglekler, selektinler, adezyon molekülleri, bakteriler ve diğer biyolojik olarak önemli moleküller için ligand görevi görürler.
Bahsedilen farklılıklarına rağmen, bu proteinlerin primer yapısı bazı benzerlikler taşır. Örneğin, değişen sayılarda ardışık tekrarlar (VNTR) içerirler. Bu domainler prolin, threonin ve serin bakımından zengin rezidülerdir ve PTS domainleri olarak da bilinirler. Hem serin hem de threonin rezidüleri O-glikolizasyon için muhtemel bölgeler iken prolin kısmının yapısal bir rolü vardır ve spesifik konformasyonu düzenler. Musinlerin protein iskeleti kompleks dallanmış O-bağlı oligosakkaritler ile donatılmıştır. Ser/Thr yan zincirlerine ilk karbohidrat olarak N-asetilgalaktozamin bağlıdır (GalNAc) ve birkaç N-glikan zinciri protein iskeleti maskeler. 
Servikal musinlerin karbohidrat zincirleri genelde 9-10 monosakkarit uzunluğundadır. L-fukoz, N-asetilnöraminik asit (sialik asit), galaktoz, N-asetilgalaktozamin ve N-asetilglukozaminden oluşur. N-asetilgalaktozamin zincirin daima indirgeyici ucundadır ve serin veya threonine bağlıdır (O-linked). Sülfat rezidüleri N-asetilglukozamin veya galaktozda bulunur. İndirgeyici olmayan (non reducing) uçta bulunan şekerler genellikle α bağlı fukoz veya siyalik asittir ve miktarları ters orantılıdır (Scudder ve Chantler, 1982).  İçte bulunan şekerler protein kora bağlı N-asetilgalaktozamin hariç β-bağlıdır. L-fükoz ve siyalik asit, bu şekerlerin eklenmesinden sorumlu olan glikoziltransferazların aktivitesine göre dönemsel farklılıklar gösterir (Zopf ve Roth, 1996; Fichovora ve diğerleri, 2017).
Siyalik asitler asidik, 9 karbonlu şekerlerdir ve genelde kompleks glikokonjugatların indirgeyici olmayan ucunda bulunurlar. Canlılarda pek çok siyalik asit türevleri bulunmaktadır. En sık bulunan siyalik asit ailesi N-asetilnöraminikasit familyasıdır (Neu5Ac). Siyalik asitlerin bu kadar çeşitli olması onların farklı ve önemli biyolojik rollerine işaret etmektedir. Uç noktada bulunan dolayısıyla nispeten “açık” uçları, onları degredasyona savunmasız hale getirir. Siyalidaz aktivitesine karşı koruma O-asetil esterlerin ile sağlanabilir.  O-asetilasyon enzimatik atağa direnç sağlar, siyalidaz aktivitesinde düşüş ya da siyalidaz aktivitesinin total inhibisyonuna sebep olur.
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Şekil 4. Musinin O-glikozillenmesi. Kor, iskelet ve periferal domainleri gösteren teorik oligosakkarit yapısı. N-asetilgalaktozamin (GalNAc) aracılığıyla polipeptiddeki Serin ve Threonin rezidüleri ile O-glikozidik bağ oluşumu. Galaktoz ve N-asetilglikozaminden oluşan omurga tekrarları gösterilmiştir. Sialik asit (Neu5Ac), sülfat ve fukoz rezidüleri çevresel uçlarda bulunmaktadır (Elstein, 1978).
Karbohidrat bileşenleri musinin moleküler kütlesinin %60’ını oluşturur. Protein glikozillenmesinin proteazların peptid iskelete girişini ve dolayısıyla enzimatik degradasyonu engellediği bilinmektedir. Glikolizasyon aynı zamanda proteinlerin hücre içi trafiğini düzenler ve hücre adezyonu, konak-mikrop etkileşimi ve viral enfeksiyonlarda rol alır. 
Mikrobiyal musin degrade edici enzimler ya belli genital kanal şartları ve cinsel yolla bulaşan enfeksiyonlar ile ilişkilidir ya da istenmeyen mikroorganizmalar tarafından üretilir. Bu mikroorganizmalar arasında en çok araştırılan bakteriyal vajinoz etkenleri ve T. vaginalis tir. Ancak, insan üreme kanalındaki musinlere karşı olan degredatif aktivitilerinin derecesi ve doğası detaylı araştırılmamıştır. İnsan servikal musinlerinin varlığında substrat özgüllüğü ve enzim indüklenebilirliği ya da patojen orjinli enzimlerin konak dokularına direkt toksik etkilerine dair bir kanıt henüz saptanmamıştır (Wiggins ve diğerleri, 2000). 
Mukozal mikroorganizmalar sıklıkla birtakım musinazlara sahiptirler. Gardnerella vaginalis ve Provetella bivia gibi başlıca bakteriyal vajinoz etkenleri farklı özelliklerde pek çok musin sindiren enzim üretirler ve bakteriyal vajinozlu kadınlarda vajinal sıvıdaki musinaz aktivitesi artırmıştır. T. vaginalis’in saflaştırılmış musinlere bağlandığı ve proteolitik degradasyona sebep olduğu bilinmektedir. Bu parazit, geniş bir musinaz repertuarına sahiptir, ancak musin degredasyonuna dair direkt enzimatik aktivite kanıtı henüz yoktur (Hinderfeld ve Simoes Barbosa, 2020). 
[bookmark: _Hlk139379084][bookmark: _Hlk139379116]Siyalidazlar, 1940’ da keşfedilen ve bakteriler, funguslar, protozoa ve virüslerde yaygın olarak bulunan enzimlerdir. Beslenme, hücresel etkileşimler ve immun cevapta rol oynarlar. Ayrıca, mukozal dokuların bakteriler tarafından adezyonu, invazyonu ve parçalanmasını artırdıkları gösterilmiştir (Wiggins ve diğerleri, 2000; Smayevsky ve diğerleri, 2001). Bakteriyal vajinoz etkeni olan Bacteroides, Gardnerella, Atopobium, Mobiluncus, ve Prevotella spp. gibi anaerobik Gram negatif bakterilerin siyalidazlar salgıladıkları bilinmektedir (Intra ve diğerleri, 2018).
Siyalidazlar, glikoprotein ve glikolipidlerden uçtaki siyalik asitleri keser, karbohidrat yan zincirlerindeki diğer şekerleri ortadan kaldırır. Salınan siyalik asit açilnöraminat pürivat liyaz tarafından parçalanıp N-asetilmannozamin oluştuktan sonra ortaya çıkan karbon iskelet bazı bakteriler tarafından enerji kaynağı olarak kullanılabilir. Siyalidazlar oldukça yüksek substrat spesifitesi gösterme eğilimindedirler. Glikoprotein veya glikolipidler gibi belli kompleks molekülleri, özel şeker bağlarını (alfa 2-3, 2-6 veya 2-8) hedef alabilirler veya bağlantı şekerin kendisine (D-galaktoz, N-asetil-D-galaktozamin, vb) duyarlı olabilirler. Siyalidazlar genelde salgılanırlar, ancak hücreye bağlı da olabilirler (Vimr, 1994).
Bakteriyal adezinler mukus bileşimindeki çeşitli karbohidrat epitopları için reseptör gibi rol oynasalar ve bakterilerin mukus içinde yakalanmasına böylece yardım etseler de, aynı zamanda bakterilerin alttaki epitel hücrelerine yapışmasını da sağlayarak konağa zararlı olabilirler. Adezyon bölgeleri musinin oligosakkarit yan zincirleri tarafından sunulur. Uçtaki şekerlerin uzaklaştırılması ile içerdeki şekerlerin açığa çıkması mikroorganizmalar için bağlanma fırsatlarını artırabilir.  (Wiggins ve diğerleri, 2001).
[bookmark: _Hlk123140207]T vaginalis ayrıca alfa 2-3 bağlı asitlere özgüllük gösteren bir siyalidaz da üretir, ancak bu siyalidaz musinden alfa 2-6 bağlı siyalik asiti ayıramaz. Bu enzim membrana bağlı bir enzimdir ve genital kanaldaki muhtemel önemi ortaya konmamıştır (Padilla-Vaca ve Anaya-Velazquez, 1997). Ürogenital mukoza yapısında uç kısımlarda bol miktarda (musin kuru ağırlığının %16 sı kadar) bulunan bu şekerlerin uzaklaştırılması G. vaginalis ve P. bivia siyalidazları ile gerçekleşiyor ve musinin sağlam yapısını bozmaya yardım ediyor olabilir. Bakteriyal vajinoz etkenleri ve T.vaginalis musinlerin enzimatik modifikasyonunda birikte çalışıyor ve böylece parazitin mukusu parçalamasını kolaylaştırıyor olabilirler (Hinderfeld ve Simoes-Barbosa, 2020).
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3. GEREÇ VE YÖNTEM


3.1. Gereç

3.1.1. Cihazlar

Çalışma kapsamında Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Rekombinant DNA ve Protein Araştırma Merkezi (REDPROM)’nde bulunan spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japonya), buzdolabı/derin dondurucu (Samsung RL62ZBSW, Japonya), distile su cihazı (Nüve NS 112, Türkiye), etüv (Nüve FN 500, Türkiye), vortex (Nüve NM 110), görüntüleme cihazı (MARKA), termal dönüştürücü (MARKA), protein saflaştırma cihazı (MARKA) kullanıldı.

3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler

Trypto-Casein Soy Broth (TSB) (Biokar), Trypto-Casein Soy Agar (TSA) (Biokar), Agar-Agar (Condolab), Ampisilin (Penbisin), Kanamisin (Kanovet), Tripton (Condalab), Yeast Extract (Maya Özütü) (Biokar), NaCl (AppliChem), Skim-milk (Oxoid, ABD),  EDTA (AppliChem), Tris Base (Merck), Borik asit (Bioshop), Tris-HCl (Bioshop), Agaroz (Sigma), SafeView (A.B.M, Kanada), İzopropil β-D-1 Tiyogalaktopiranosid (IPTG) (Thermo Scientific), Fenol-Kloroform-İzoamilalkol (Fluka), CaCl2.2H2O (Sigma), MgCl2.6H2O (Sigma), Gliserol (Merck), Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) (merck), Amonyum Persülfat (Merck), Akrilamid (AppliChem), N,N’-Metilen-Bis-Akrilamid (AppliChem), β-Merkaptoetanol (Merck), Bromfenol blue (Merck), Glisin (Biorad), TEMED (Fluka), Coomasie Blue (Merck), Etil Alkol (Tekkim), Fosforik Asit (H3PO4) (Tekkim), Sığır Serum Albumin (BSA) (Biotium), Glasiyel Asetik Asit (Tekkim), İsopropil Alkol (Tekkim), Sodyum Hidroksit (Merck), Hidroklorik Asit (Merck), Monosodyum Fosfat (NaH2PO4.2H2O) (Sigma), İmidazol (Sigma), Amonyum Sülfat (Merck), Sükroz (Carlo-Erba), Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (Biomatik), Tween-20 (Sigma), Kazein (Sigma), Taq Polimeraz, dNTP, MgCl2, PCR Tamponu (Thermo Scientific), FastDigest HindIII, FastDigest Kpn, FastDigest Tamponu, T4 DNA Ligaz ve T4 DNA Ligaz Tamponu (Thermo Scientific)

3.1.3. T. vaginalis İzolatı

	Çalışmada kullanılan T. vaginalis izolatı ADÜ Tıp Fakültesi Tıbbi Parazitoloji Anabilim Dalı’ndaki parazit arşivinden temin edilmiştir.

3.1.4. Klonlama Vektörleri ve Kompetan Hücreler
	Klonlama çalışmalarında vektör olarak pUC19 ve pET30-a (+) plazmidleri, kompetan hücre olarak Escherichia coli DH10B ve BL21 kullanılmıştır.

3.1.5. Besiyerleri ve Çözeltiler
	Trypto-Casein Soy Broth (TSB)
	Tripton
	17 g/L

	Soya pepton 
	3,0 g/L

	Glukoz 
	2,5 g/L 

	K2HPO4
	2,5 g/L

	NaCl
	5,0 g/L



40 g ortam 1 L distile suda çözülür. 121ºC’ de, 1 atm basınç altında, 15 dakika otoklavlanır. Bakteri kültürünün geliştirilmesinde kullanılmıştır. 

Trypto- Casein Soy Agar (TSA)
	Tripton
	15 g/L

	Soya pepton 
	5,0 g/L

	NaCl
	5,0 g/L 

	Agar
	15 g/L



40 g ortam 1 L distile suda çözülür. 121 ºC’ de, 1 atm basınç altında, 15 dakika otoklavlanır. 45 ºC’ ye kadar soğutulduktan sonra steril petrilere dökülür. Bakteri kültürünün geliştirilmesinde kullanılmıştır. 

AXI Seçici Besiyeri 
Önceden hazırlanmış TSA besiyeri 50 ºC’ ye kadar soğutulduktan sonra final konsantrasyonu ampisilin (100 µg/mL), IPTG (1 mM) ( Thermo Scientific, ABD), X-Gal (50 µg/mL) (Thermo Scientific, ABD) olacak şekilde ampisilin, IPTG ve X-Gal eklenmiştir. İyice karıştırıldıktan sonra steril petrilere 20-25’ şer mL olacak şekilde dökülmüştür. Mavi-beyaz koloniler için seçici besiyeri olarak kullanılmıştır.

Kanamisin Seçici Besiyeri 
TSA’ dan 12 g tartılıp 300 mL distile suda çözüldükten sonra 121 ºC’ de, 1 atm basınç altında, 15 dakika otoklavlanır. 50 ºC’ ye kadar soğutulduktan sonra 300 µL 50 mg/mL’lik kanamisin solüsyonundan eklenir ve homojenize edilir. Steril petrilere 20-25’ şer mL olacak şekilde dökülür. Rekombinant kolonilerin görüntülenmesi ve izolasyonunda kullanılmıştır.

2X YT Ortamı 
	Tripton
	16 g

	Maya özütü
	10 g

	NaCl
	5 g



Besiyeri içeriğindeki maddeler, 1 L distile suda çözülür. 121ºC’ de, 1 atm basınç altında, 15 dakika otoklavlanır. Protein üretim denemelerinde bakterilerin üretilmesi amacıyla kullanılmıştır.
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3.2. YÖNTEM

3.2.1. T. vaginalis siyalidaz genine spesifik primer tasarımı

PCR için kullanılacak primerler GenbBank veritabanında bulunan T. vaginalis G3 izolatına ait siyalidaz mRNA sı kullanılarak dizayn edilmiştir (Şekil 5). Siyalidaz geni üzerindeki kesim bölgeleri (Şekil 6) ve klonlamada kullanacağımız pET30a plazmidi üzerindeki kesim bölgeleri (Şekil 7) araştırılmış ve dizayn edilen primere restriksiyon enzim kesim bölgeleri eklenmiştir. Klonlacak Sia geninin içerisinden kesmediği ve pET30 üzerinde yer aldığı için primerler KpnI ve HindIII restriksiyon enzimlerine göre tasarlanmıştır. Forward primer FKpn1 Sia 5’ TTTGGTACCATGTTTTTGTTTCTGAACTTAG’3, reverse primer ise RHindIII Sia 5’ TTTAAGCTTTTGATTCAAAACCCAATTC 3’ olacak şekilde temin edilmiştir.
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Şekil 5. T. vaginalis G3 suşuna ait siyalidaz gen dizisi. 
Primer tasarımında kullanılan kısımlar sarı ile işaretlenmiştir.
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Şekil 6. Siyalidaz geni üzerinde yer alan restriksiyon enzimleri kesim bölgeleri
[image: ]
Şekil 7. pET-30a (+) üzerindeki klonlama bölgesinde bulunan restriksiyon kesim bölgeleri







3.2.2. Siyalidaz Geninin PCR ile Çoğaltılması ve Elektroforez

T. vaginalis 37 suşuna ait DNA kullanılarak, sialidaz geni PCR ile çoğaltılmıştır. PCR karışımı hazırlanırken, final konsantrasyonlar 200 µM dNTP, 100 pmol forward ve reverse primerler, 5 U Taq polimeraz ve 1X Taq tamponu olacak şekilde hazırlanarak, hacim 50 µL ‘ye tamamlanmış ve 1 µL parazit DNA’sından eklenmiştir. PCR programı 95 °C’de 3 dak., ardından 35 döngü 95 °C 30 san, 52 °C 30 san, 72 °C 1 dak, ve son uzama olarak 72 °C’de 7 dakika şeklinde ayarlanmıştır. Amplifikasyon sonucunda elde edilen ürün, safe view içeren %1’lik agaroz jelde yürütülerek görüntülenmiştir. 

3.2.3. Siyalidaz Geninin pUC19 Plazmidine Klonlanması
	
Klonlama için sırasıyla restriksiyon, presipitasyon, ligasyon, kompetan hücre hazırlığı ve kimyasal transformasyon yapılmıştır.

3.2.3.1. Restriksiyon

        Restriksiyon için aşağıda verilen tablodaki karışım hazırlanmış ve 37 °C’ de 15 dk inkübe edilmiştir.
Tablo 1. Restriksiyon protokolü

	
	Amplikon
 (Sialidaz geni)
	Plazmid    (puc19)

	DNA
	10 µl
	10 µl

	Su
	6 µl
	5 µl

	10X Fast Digest Tampon
	2µl
	2µl

	Kpn1 Enzim
	1µl
	1µl

	HindIII Enzim
	1µl
	1µl

	Alkalen fosfataz
	0
	1µl

	Toplam
	20µl
	20µl




3.2.3.2 Presipitasyon

 Presipitasyondan önce restriksiyon ürününün 5 µl ‘si elektroforez için ayrılmıştır.
· Kalan 15 µl kesilmiş DNA veya plazmide 85 µl distile su eklenmiştir.
· 100 µl Fenol:Kloroform:İzoamilalkol eklenip karıştırılarak 10.000rpm’de 5 dk. santrifüj edilmiştir.
· Üst fazlar yeni bir ependorfa alınmıştır. (DNA ve plazmid bu aşamada birleştirilmiştir.)
· 1/10volüm 3 M Na Asetat (pH:5.2) eklenip karıştırıldıktan sonra 2-3 kat volüm % 100 ethanol veya v/v %100 isopropanol eklenip ters düz edilerek karıştırılmıştır. 20 dk. -20 ˚C’de bekletilmiştir.
· 20-30 dk >10 000 rpm’de +4 ˚C’de santrifüj edilmiştir.
· Üst sıvı atılarak pellet üzerine 300 µl %70’lik ethanol eklenmiş ve >10 000rpm’de 5 dk. santrifüj edilmiştir.
· Sıvı atılarak pellet kuruduktan sonra 17 µl steril distile suda çözülmüştür.

3.2.3.3 Ligasyon

	Ligasyon karışımı aşağıdaki tabloya göre hazırlanmış ve 22 °C’ de 1 saat inkübe edilerek, ardından +4 °C’ de gece boyu bekletilmiştir. Ertesi gün tüpler 70 °C’ de 5 dk tutularak enzim inhibisyonu sağlanmıştır.

 Tablo 2. Ligasyon protokolü
	Plazmid-DNA Karışımı
	17µl

	10X T4 Ligaz Tamponu
	2µl

	T4 Ligaz Enzimi
	1µl

	Toplam
	20µl






3.2.3.4 Kimyasal Transformasyon İçin Kompetan Hücre Hazırlığı

· E. coli DH10B suşu ekilmiş plaktan gecelik kültür için tek koloni 5ml TSB’ ye inoküle edilmiştir. 37 °C’ de inkübasyona bırakılmıştır. 
· Ertesi gün 50 ml sıvı besiyerine (TSB) 1ml gecelik kültürden inoküle edilmiş ve 37 °C’ de 2-3 saat inkübasyona bırakılmıştır. (log fazı için)
· Hücreler 20 dk buzda bekletilmiştir.
· +4 °C, 5000 rpm, 10 dk’ da santrifüj edilir, süpernatant atılıp, pellet üzerine 10 ml soğuk dH2O eklenerek homojenize edilmiştir.
· +4 °C, 5000 rpm, 10 dk’ da santrifüj edilip, süpernatant atılıp, pellet üzerine 10 ml soğuk dH2O eklenerek homojenize edilmiştir, 
· +4 °C, 5000 rpm, 10 dk’ da santrifüj edilip, süpernatant atılıp 10 ml soğuk %10’ luk gliserollü su  eklenmiştir.
· +4 °C, 5000 rpm, 10 dk’ da santrifüj edilip, süpernatant atılıp pellet üzerine 80mM MgCl2/20mM CaCl2 çözeltisinden 10 ml eklenmiş ve homojenize edilmiştir, 
· +4 °C, 5000 rpm, 10 dk’ da santrifüj edilip, süpernatant atılıp pellet üzerine 1 ml 0,1 molar CaCl2 pipetle nazikçe homojenize edilip buz içerisinde ependorf tüplere 100’er µl aktarılmıştır.

3.2.3.5 Siyalidaz Genine Ait Amplikonun Kimyasal Transformasyon İle Klonlanması

· 100 µl Kompetan hücre + 10 µl ligant karışımı ve kontrol olarak kompetan hücre + boş plazmid karışımı 30 dk buzda bekletilmiştir.
· 42 °C’ de 1,5 dk bekletilerek, hemen ardından 1-2 dk buzda bekletilmiştir.
· Üzerine 900 µl besiyeri eklenip 37 °C’ de 1 saat inkübe edilmiştir.
AXI seçici besiyerlerine klonlardan 50 µl ve 200 µl, kontrolden de 100 µl olacak şekilde ekim yapılmıştır.

3.2.4. M13 Primerleri İle Koloni PCR Yapılması

· Klonlama sonucu AXI besiyerinde gelişen mavi ve beyaz koloniler arasından beyaz olanlar seçilerek M13F (5ˈ-GTAAAACGACGGCCAGT-3ˈ), M13R (5ˈ-GAGCGGATAACAATTTCACA-3ˈ) primerleri ile PCR yapılmıştır. 
· PCR reaksiyonu, 94°C 4 dk, 94 °C 30 sn, 54 °C 30 sn, 72 °C 1dk, 72 °C 7 dk şartlarında yapılmıştır. PCR karışımı hazırlanırken abm markasına ait PCR Taq DNA polimeraz 5 U/µl seti ve 10 mM dNTP kullanılmıştır.
· PCR sonunda ürünler UV transillüminatörde jelde yürütülerek görüntüleme yapılmıştır.
· Insert alan koloniler seçilerek stoğa almak için AXI seçici besiyerine ekilmiş ve skim milkte stoğa alınmıştır.

3.2.5. Siyalidaz Geninin pet30’a Aktarımı ve Kimyasal Transformasyonu
	
M13 PCR sonucu pozitif çıkan kolonilerden 4 ve 8 numaralı olanlarından plazmid izolasyonu ve tekrar restriksiyon enzimleri ile kesim yapıldıktan sonra, amplikon purifiye edilerek, pet30’a aktarılmıştır. Transformasyonda 3.2.3 de bahsedilen yöntemler uygulanarak sırayla tekrar restriksiyon, ligasyon ve transformasyon adımları izlenmiştir. Ancak klonlama basamağında kompetan hücre olarak E.coli BL21 suşu kullanılmış, transformatlar AXI yerine kanamasinli TSA plaklarında seçilmiş ve doğrulama PCR’ı M13 yerine T7 primerleri ile yapılmıştır. 
T7 primerleri ile yapılan PCR sonucu elde edilen amplikon hizmet alımı yoluyla dizi analizine gönderilmiş ve analiz sonucunda belirlenen DNA sekansı BLAST ile karşılaştırılmıştır.

3.2.6.  Rekombinant Siyalidaz Enziminin Biyokimyasal Aktivite Tayini

[bookmark: _Hlk123316882]	Klonlama denemeleri sonucunda seçilen rekombinant kolonilerde siyalidaz enziminin aktivitesini doğrulamak amacıyla Amplex® Red Neuraminidase (Sialidase) Assay Kit (A22178) kiti kullanılmıştır. Aktivite denemeleri için öncelikle kit içeriğindeki malzemelerden stok çözeltiler hazırlanmış ve daha sonra test aşamasına geçilmiştir.

3.2.6.1 Stok Çözeltilerin Hazırlanması 

Amplex® Red Neuraminidase (Sialidase) Assay Kit içeriğinde , Amplex Red reagent (MW = 257, Component A); Dimethylsulfoxide (DMSO, Component B), 500 µL; Horseradish peroxidase (Component C), 20 U; Hydrogen peroxide (H2O2) (MW = 34, Component D);  5X Reaction Buffer (Component E); 10 mL of 0.25 M TrisHCl, pH 7.2, 5 mM CaCl2 ; Galaktoz oksidaz, (Component F), 100 U,;  Fetuin, (MW ~67 kDa, Component G), 12 mg ve Nöraminidaz (Clostridium perfringens) (Component H) bulunmaktadır.
Reaksiyonlar, mikroplakada assay başına 100 µL reaksiyon hacminde yapılır ve sonuçlar spektrofotometrik olarak okunur.Öncelikle, 10 mM Amplex Red ayıracı hazırlanır. 1vial Amplex Red reagent (Component A) ve 1 vial DMSO (Component B) oda sıcaklığına gelene dek bekletilir. 1 vial ARR (0.26 mg) 100 µL DMSO da çözülür. Her bir vial ARR yaklaşık 200 deneme için yeterlidir, assay başına 100 µL L reaksiyon hacmi verir. Eğer hemen kullanılmayacaksa stok çözelti -20 C de ışıktan korunacak şekilde saklanır.
1.1.  16 mL deiyonize suya 4 mL 5X reaksiyon tamponu (Component E) stok çözeltisinden eklenerek 1X Reaksiyon buffer çalışma çözeltisi hazırlanır. Bu 20 mL lik 1X reaksiyon tamponu 100 µL L lik 200 assay için yeterlidir (stok çözeltileri ve dilüsyonları hazırlamak için 10 mL de fazladan). 1X reaksiyon buffer +4 C de saklanırsa birkaç hafta stabildir.
1.2. 100 U/mL horseradish peroxidase (HRP) stok çözeltisi hazırlamak için HRP vialindeki (Component C) komponentler 200 µL 1X Reaction tamponunda çözülür. Kullanımdan sonra kalan çözelti, alikotlanarak -20 C de saklanır. 
1.3. 20 mM lık H2O2 çalışma çözeltisi hazırlamak için ~3% H2O2 stok solution (Component D) uygun hacimde dH20 da çözülür. Aktüel H202 konsantrasyonu component etiketinde belirtilmiştir. Mesela, 20 mM H202 çalışma çözeltisi %3 lük H202 stok çözletisinden hazırlanırken, 23 µL of 3.0% H2O2, 977 µL of dH2O da çözülür. %3lük stok çözelti yavaş degredasyon ile stabilize edilmiş olsa da, hazırlanan 20 mM lık çözelti daha az stabil olacaktır ve gecikmeden kullanılmalıdır. 
1.4. 200 U/mL galaktoz oxidase stok çözeltisi hazırlanır. Bunun için galaktoz oksidaz (compenent F) 500 µL 1X reaksiyon tamponunda çözülür. Kullanımdan sonra, alikotlanarak -20 C de saklanmalıdır.
1.5. 10 mg/mL fetuin stok çözeltisi hazırlamak için fetuin viali (component G) 1.2 mL 1X reaksiyon tamponunda çözülür. Kullanımdan sonra alikotlanarak -20 C de saklanmalıdır.
1.6. Nöraminidaz stok çözeltisi hazırlamak için nöraminidaz viali (component H) 100 µL 1X Reaction tamponunda çözülür. Kullanımdan sonra alikotlanarak -20 C de saklanır. Bu stok çözeltinin konsantrasyonu yaklaşık 1-5 U/mL dir.


3.2.6.2 Siyalidaz Aktivite Denemeleri

	Siyalidaz genini klonladığımız E.coli BL21 hücrelerinde enzim aktivitesini doğrulamak amacıyla, pozitif kontrol olarak (kitin içerisinde yer alan) hem Nöraminidaz, hem de H202 çözeltisi kullanılmıştır. Negatif kontrol olarak reaksiyon tamponu kuyucuklara eklenmiştir. Ayrıca, sadece pET30a plazmidini içerip, siyalidaz geni içermeyen E.coli BL21 kontrolü de bakterideki olası aktiviteyi görebilmek için kullanılmıştır.
Klonlama sonucu doğruladığımız kolonilerden 10 numaralı olan kanamisin içeren MHB besiyerinde 24 saat inkübe edilmiş ve 5 mL kültür süpernatantı liyofilize edilmiştir. Ayrıca sadece pET30a içeren E.coli BL21 kültürsüpernatantı ve kanamisinli MHB (boş besiyeri) de liyofilize edilmiştir. 
[bookmark: _Hlk123317845]Liyofilize edilen süpernatantlar 1 mL reaksiyon tamponunda çözülmüştür. Hem liyofilize hem de direkt süpernatantlardan enzim reaksiyonun tayini için 10 kat ve 100 kat seyreltmeler hazırlanmıştır. Kuyucuklara 50’şer µL konulan örneklerin üzerine 50’şer µL Amplex Red reagent/HRP/galactose oxidase/fetuin çalışma çözeltisinden eklenmiştir (Tablo 4). 1 saat boyunca 37 C’deki inkübasyonun ardından mikroplaka okuyucuda 560 nm’de absorbanslar kaydedilmiştir. Her bir nokta için, arka plandaki absorbansı düzeltmek amacıyla, değerlerden negatif kontrol değeri (nöraminidaz içermeyen kontrol) çıkarılmıştır.

Tablo 3. Amplex Red Çalışma Çözeltisi (2X)
	Kimyasal
	Hacim

	Amplex Red ayıraç stok çözeltisi
	50 µL

	HRP stok çözeltisi
	10 µL

	Galaktoz oksidaz stok çözeltisi 
	100 µL

	Fetuin stok çözeltisi
	250 µL

	1X Reaksiyon tamponu
	4.59 mL




3.2.7. Rekombinant Siyalidaz Enziminin Saflaştırılması

Sia32 klonu 50 mL kanamisinli 2XTY besiyeri içerisinde çoğaltılmış ve ertesi gün 1L taze 2XTY besiyerine inöküle edilerek tekrar inkübasyona bırakılmıştır.  Kültür yeterli yoğunluğa ulaşınca (OD600’de yaklaşık 0.7-0.8) 1mL örnek alınarak (indükleme öncesi için) son konsantrasyon 10g/L olacak şekilde laktoz ile indükleme işlemi başlatılmıştır. Ertesi gün  hücreler 8 adet 50 mL’lik falkon içerinde pelletlenerek ve her pellet 12,5 mL lizis buffer (500 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, %1 Triton X-100, %6 glucose) içerisinde vortekslenerek homojenize edilmiştir. Daha sonra, hücreler buz üzerinde sonikasyon (1dk aralıklarla 10 tur) ile parçalanarak santrifüjlenmiş ve 0.45 um filtrelerden süzülmüştür. Filtratlar, afinite (IMAC) kromotografisi ile saflaştırma için kullanılmıştır.  


 4. BULGULAR


4.1. Siyalidaz Geninin PCR Sonucu

Amplifikasyon sonucunda elde edilen ürün, safe view içeren %1’lik agaroz jelde yürütülerek görüntülenmiş ve amplikonun yaklaşık 1050 bç büyüklüğünde olduğu belirlenmiştir (Resim 1). Marker olarak Lambda DNA/Pst marker kullanılmıştır. Bundan sonraki aşamalar için, amplikon ticari PCR purifikasyon kiti ile purifiye edilmiştir.
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Resim 1. Sialidaz genine ait iki adet amplikon (yaklaşık 1050 bç). 

4.2. Siyalidaz Geninin pUC19 ile Klonlanması ve M13 PCR

Kimyasal transformasyon sonucu AXI besiyerinde gelişen beyaz kolonilerden 14 adet seçilmiştir (Resim 2). Ondört koloniden, M13 primerleri kullanılarak yapılan koloni PCR sonucunda, 12 adet klonun siyalidaz geni içerdiği saptanmıştır (Resim 3).
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Resim 2. pUC19 ile kimyasal transformasyon sonucu AXI besiyerinde üreyen mavi ve beyaz koloniler.
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Resim 3. M13 PCR sonucu elektroforez görüntüsü. M: Marker (Lambda Pst).

[bookmark: _Hlk125377031]4.3. pet30’a Aktarım ve Kimyasal Transformasyon

M13 PCR sonucu pozitif çıkan kolonilerden 4 ve 8 numaralı olanlarından plazmid izolasyonu ve restriksiyon enzimleri ile kesim yapıldıktan sonra, amplikon purifiye edilerek, pet30’a aktarılmıştır. Transformasyonda sırayla tekrar restriksiyon (Resim 4), ligasyon ve transformasyon adımları izlenmiştir. Ancak klonlama basamağında E.coli BL21 suşu kullanılmış, transformatlar AXI yerine kanamasinli TSA plaklarında seçilmiştir (Resim 5). Kanamisinli besiyerinde seçilen 15 adet koloninin doğrulama PCR’ı M13 yerine T7 primerleri ile yapılmış ve sonuçta Sia32 kodu verilen koloni ileri çalışmalar için stoklanmıştır. Sia32’den elde edilen plazmid ile yapılan PCR sonuçları Resim 6’da verilmiştir. 
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Resim 4. Rekombinant pet30’un kesim sonrası elektroforez görüntüsü. M: Marker, A: pET30 (5400 bç), B: Siyalidaz amplikonu (1050 bç)
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Resim 5. Transformasyon sonrası kanamisinli petride üreyen rekombinant koloniler.

[image: metin içeren bir resim

Açıklama otomatik olarak oluşturuldu]1159 bç
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Resim 6. Sia32 plazmit DNA’sından çoğaltılan amplikonların elektroforez görüntüsü. M: Marker, A: T7 primerleri ile yapılan PCR sonucu; B: Sia primerleri ile yapılan PCR sonucu.

4.4. DNA Dizi Analizi ve Karşılaştırma Sonucu
T7 primerleri ile yapılan PCR sonucunda elde edilen amplikon sekans analizine gönderilmiş ve gelen dizi BLAST programı ile hizalanıp veri tabanındaki diğer diziler ile karşılaştırılmıştır. Amplikonun, T. vaginalis G3 siyalidazı ile %99.69 (645 bazda 643 adet) oranında eşleştiği görülmektedir (Resim 7).
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Resim 7. Siyalidaz amplikonunun BLAST karşılaştırma sonucu

4.5. Rekombinant Siyalidazın Saflaştırma Sonuçları

[bookmark: _Hlk140574471]pet30 plazmidine klonlama sonrası, siyalidaz için beklenen proteinin moleküler ağırlığı 44.5 kDa olarak hesaplanmıştır (Resim ). Rekombinant siyalidazı içeren E.coli hücreleri IPTG (0.5 mM) ve laktoz (10 g/L) ile indüklenerek, liaztlar hazırlanmış ve kontrol olarak da pet30 içeren E.coli lizatları kullanılarak SDS-PAGE yapılmıştır. SDS-PAGE sonuçları Resim 8’de verilmiştir. 
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Şekil 8 . Rekombinant Sia32+pet30a plazmidi. (Siyalidaz için beklenen tahmini büyüklük 400 aminoasit= 44.5 kDa olarak hesaplanmıştır).
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Resim 8. İndükleme öncesi ve sonrası SDS-jel görüntüsü. (*) İndükleme öncesi, (**) laktoz (10 g/L) ile indükleme sonrası, (***)IPTG (0.5 mM) ile indükleme sonrası.

SDS-PAGE sonucuna göre, Sia32 klonunda, hem laktoz hem de IPTG ile indükleme sonrası, yaklaşık olarak 44.5 kDa (38.7 kDa Sialidaz + 5.8 kDa Pet30’dan gelen) luk bandın siyalidaz enzimine ait olacağı düşünülerek saflaştırma adımlarına geçilmiştir. 
Rekombinant hücrelerden hazırlanan lizatlardan siyalidazı saflaştırmak için HPLC metotunda optimizasyona gidilmiş ve en iyi saflaştırmanın imidazolsüz başlangıç ve 25-200 mM lık imidazol elüsyon adımlarını içeren 3 ve 6 numaralı metotlar ile gerçekleştiği belirlenmiştir (Tablo 4 ). Farklı HPLC metotlarında elde edilen fraksiyonların SDS-PAGE görüntüleri Resim  9’da verilmiştir. 
Tablo 4. HPLC ile protein saflaştırma optimizasyonu
	Metod adımları

	[bookmark: _Hlk128487065]Metot
	Equilibration
	Sample apl.
	Wash-1
	Wash-2
	Wash-3
	Elution

	1
	0 mM 
	0 mM 
	0 mM 
	10 mM 
	15 mM 
	125 mM 

	2
	10 mM 
	10 mM 
	0 mM 
	10 mM 
	20 mM 
	125 mM 

	*3
	0 mM 
	0 mM 
	0 mM 
	10 mM 
	15 mM 
	Gradient, 25 -200 mM 

	4
	10 mM 
	10 mM 
	0 mM 
	10 mM 
	20 mM 
	Gradient, 25 -200 mM 

	5
	10 mM 
	10 mM 
	0 mM 
	15 mM 
	25 mM 
	125 mM 

	*6
	0 mM 
	0 mM 
	0 mM 
	12.5 mM 
	17.5 mM 
	Gradient, 25 -200 mM 


[bookmark: _Hlk128487502]*SDS-PAGE analizlerine göre en iyi sonuç alınan metotlar. mM olarak verilen rakamlar imidazol konsantrasyonlarını temsil etmektedir.

[image: ]

Resim 9. Toplanan fraksiyonların SDS-Page görüntüsü. 
(A2); Sample aplication. (A6); 15 mM imidazolle wash. (A7-A8-A9); 125 mM imidazollü elution ‘’UV:artış-pik-düşüş’’. (A12); 10 mM imidazol sample aplication. (A16); 20 mM imidazollü wash. (A17-A18-A19); 125 mM imidazollü elution ‘’UV:artış-pik-düşüş’’. (A29-A30); 100-125 mM imidazol gradient elution ‘’UV: artış-pik’’. (A36); 10 mM imidazolle wash. (A40-A41); 112-137 mM imidazol gradient elution ‘’UV: artış-pik’’. (A48); 15 mM imidazollü wash ‘’1.pik’’. (A50); 15 mM imidazollü wash ‘’2. Pik’’. (A36*); Sample aplication. (A43); 17.5 mM imidazollü wash. (A45-A46-A49); 100-135 mM imidazol gradient elution ‘’UV: artış-pik-düşüş’’. (A31-A32-A33); 95-140 mM imidazol gradient elution ‘’UV: artış-pik-düşüş’’. (A9*); 15 mM imidazolle wash. (A12*-A13); 95-125 mM imidazol gradient elution ‘’UV: artış-pik’’.

Tablo 5 . Optimizasyon metotları ve toplanan fraksiyonlar
	Metot
	Toplanan Fraksiyonlar

	1
	A2, A6, A7, A8 ve A9

	2
	A12, A16, A17, A18 ve A19

	*3
	A9*, A12*, A13, A29 ve A30

	4
	A36, A40 ve A41

	5
	A48 ve A50

	*6
	A36*, A43, A45, A46 ve A49


*SDS-PAGE analizlerine göre en iyi sonuç alınan metotlar.
SDS-PAGE analizleri ile HPLC metotu için en iyi koşulların Metot 3 ve Metot 6 da verilen şartlarda gerçekleştiği tespit edildikten sonra diğer aşamaya geçilmiştir. Bu iki metodla elde edilen elüsyonlardan deterjan Triton X-100’ü uzaklaştırmak amacıyla, fraksiyonlar desalt kolonundan geçirilip 1X PBS çözeltisine alınmış ve tekrar SDS-PAGE yapılmıştır. SDS-PAGE jel görüntüleri Şekil   de verilmiştir. 6 numaralı metot ile yapılan saflaştırma sonucunda, siyalidaz dışındaki bantların, 3 numaralı metota göre daha çok azaldığı görülmüştür. 










M        6          3
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Resim 10. 6 ve 3 numaralı metot ile toplanan örneklerin SDS-PAGE görüntüsü. M:Marker

4.6. Rekombinant Siyalidazın Biyokimyasal Aktivitesi

Rekombinant siyalidazın biyokimyasal aktivitesini doğrulamak amacıyla ham ve saflaştırılmış siyalidaz örneklerinde Nöraminidaz kiti ile enzimatik aktivite araştırılmıştır. Negatif kontrol örneğine göre absorbansta artış gözlendiği için, hem kültürden direkt hazırlanan, hem de saflaştırılmış siyalidaz örneklerinde Nöraminidaz aktivitesi pozitif kabul edilmiştir. Saflaştırılmış siyalidazın aktivitesi, ham örnekteki aktiviteye göre daha düşüktür. 
Tablo 6 . Ham ve saflaştırılmış rekombinant siyalidaz örneklerinin absorbans sonuçları
	
	ABSORBANSLAR

	ÖRNEKLER (protein miktarı)
	1. SAAT
	2. SAAT

	SİA32 H (18mg/ml)
	0.323
	0.42

	BL21 K (17mg/ml)
	0.172
	0.188

	SİA32 S (0,14mg/ml)
	0.157
	0.222

	NAK
	0.338
	0.33

	H2O2 K
	0.149
	0.16

	REAXT K
	0.104
	0.122


SİA32 H: Ham siyalidaz; BL21 K: E.coli BL21 kontrol; SİA32 S: Saflaştırılmış siyalidaz; NAK: Nöraminidaz (pozitif) kontrol; H202 K: Hidrojenperoksit kontrol; REAXT K: Reaksiyon tamponu (negatif ) kontrol

Şekil 9  . Ham ve saflaştırılmış rekombinant siyalidazların absorbans grafiği. SİA32 H: Ham siyalidaz; BL21 K: E.coli BL21 kontrol; SİA32 S: Saflaştırılmış siyalidaz; NAK: Nöraminidaz (pozitif) kontrol; H202 K: Hidrojenperoksit kontrol; REAXT K: Reaksiyon tamponu (negatif ) kontrol

5. TARTIŞMA

[bookmark: _Hlk140062763]Siyalidazlar ya da diğer bilinen isimleriyle nöraminidazlar virüslerden insana kadar pek çok organizmada işlev gören enzimlerdir (Tablo 7). Bu tür enzimler, özellikle virulensteki rolleri ve immun fonksiyondaki muhtemel etkileri açısından çalışılmaktadırlar (Escuret and Terrier, 2023) 
Tablo 7. Viral, bakteriyal ve insan kaynaklı nöraminidazların sınıflandırılması ve temel özellikleri
	Glikozid Hidrolaz ailesi (GH ailesi)
	Organizma
	Enzim adı
	Enzimatik aktivite
	Yapı

	GH 33
	İnsan NA
	NEU1 (lizozomlar) NEU2 (sitozol) NEU3 (plasma membranı) 
NEU4 (lizozomlar veya mitokondri ve endoplazmik retikulum)
	Hidrolitik nöraminidaz
	Monomer veya oligomer

	
	Bakteriyal NA
	Streptococcus pneumoniae (Nan A, Nan B, Nan C) 
Vibrio cholerae (NanH)
	Hidrolitik nöraminidazlar (NanA, NanH) Intramolecular trans-siyalidazlar (anhydrosiyalidazlar) (NanB)
Trans-siyalidazlar (NanC)
	Monomer veya oligomer

	GH 34
	Viral NA
	Influenza A Virus NA (N1-N9 Influenza B Virus NA
	Hidrolitik nöraminidazlar
	Homotetramer

	GH 83
	Viral NA
	Paramyxoviridae family HN
	Hidrolitik nöraminidazlar
	Homotetramer



[bookmark: _Hlk140576136]Nöraminidazlar parazitik organizmaların da patojenitesinde önemli rol oynayan enzimlerdir. Literatürde özellikle Trypanasoma cruzi ve Plasmodium falciparum nöraminidazları ile ilgili pek çok makaleye rastlanırken, T. vaginalis’in ürettiği siyalidazlara dair çok daha az çalışma yer almaktadır. Örneğin Tv nöraminidazlarının insan üreme kanalındaki musinlere karşı olan degredatif aktivitilerinin derecesi ve doğası detaylı araştırılmamıştır. İnsan servikal musinlerinin varlığında substrat özgüllüğü ve enzim indüklenebilirliği ya da patojen orjinli enzimlerin konak dokularına direkt toksik etkilerine dair bir kanıt henüz saptanmamıştır (Wiggins ve diğerleri, 2000).
[bookmark: _Hlk139209470][bookmark: _Hlk139208753]Bu tez çalışması, Tv nöraminidazlarına dair literatüre katkı sunmayı, rekombinant olarak üretilen enzimin saflaştırılması ve ilerideki ticari kullanım olanağına ilk basamak olması amacıyla gerçekleştirilmiştir. Çalışmasının ilk aşamasında, ADÜ Tıbbi Parazitoloji Anabilim Dalı kolleksiyonunda bulunan T. vaginalis 37 numaralı suşta bulunan siyalidaz geni PCR ile çoğaltılmış ve elde edilen amplikonun beklenen büyüklükte (͠    1050 bç) olduğu doğrulanmıştır. Meysick ve ark., 1996 yılında yaptıkları çalışmada, T. vaginalis N-acetylneuraminate lyase geninin moleküler karakterizasyonunu ilk kez gerçekleştirmişler ve tek kopyalı, intron içermeyen nitelikte olduğunu ve yaklaşık 1.1 kb uzunluğundaki genin tek bir mRNA halinde transkribe olduğunu göstermişlerdir. TvnanA olarak adlandırdıkları gendeki en uzun ORF 954 bp uzunluğundadır ve 318 aminoasit uzunluğunda 35 kDa molekül ağırlığında bir polipeptidi kodladığı tahmin edilmektedir. BLAST protein veri tabanında yapılan karşılaştırmalara göre, kodlanan polipeptidin dizisi H. influenza Neu5Ac liyazı ile yaklaşık %73 eşleşme (identity) gösterirken, E.coli  Neu5Ac liyazı ile eşleşme oranı % 35, benzerlik oranı ise % 53’tür. 
Farklı bakteri gruplarının N-acetylneuraminate liyazı ile T. vaginalis’teki sekansın filogenetik olarak karşılaştırıldığı çalışmada, aminoasit sekans hizalamaları yapılmış ve analizler sonucunda, bu genin T.vaginalis’e, Pasteurellaceae üyesi bakteriden lateral gen transferi ile geçmiş olabileceğine dair kuvvetli bir kanı oluşmuştur (Koning ve diğerleri., 2000).
[bookmark: _Hlk139210394]Tez çalışmasının sonraki aşamasında PCR ile çoğaltılan siyalidaz geni E.coli’ye aktarılmış ve hem rekombinant hem de yabanıl E.coli hücrelerinde nöraminidaz enzimi için biyolojik aktivite tayini yapılmıştır. Bu amaçla Amplex Nöraminidaz Deney Kiti kullanılmıştır. “Amplex Red Neuraminidase (Sialidase) Assay Kit “ nöraminidaz aktivitesini saptamak için ultra hassas bir yöntemdir. Bu assayde, Amplex Red, nöraminidaz aktivitesinin son ürünü olan, H202’yi saptar. H202 ise, de-siyalize olmuş galaktozun galaktoz oksidaz enzimi ile oksidasyonu sonucunda oluşmaktadır. HRP varlığında oluşan H202, Amplex Red ayıracıyla 1:1 sitokiyometri oranında reaksiyona girerek, kırmızı floresan oksidasyon ürünü rezofurini oluşturur. Rezofurin, 571 nm de absorbsiyon, 585 nm de floresans emisyonuna sahiptir ve ekstinksiyon sabiti yüksek olduğu için (54,000 cm-1M-1), assay florimetrik ya da spekrofotometrik olarak tayin edilebilir. Purifiye fetuinin substrat olarak kullanıldığı sistemde 0.2 Mu/Ml kadar düşük miktarlarda nöraminidaz saptanabilmektedir. 
Meysick ve ark., 1996, yukarıda bahsedilen TvnanA geni tarafından kodlanan polipeptidin Neu5Ac aktivitesine sahip olup olmadığını anlamak için, GST-füzyon proteini içeren iki farklı klon kullanmışlardır. Klonlardan bir tanesi, (pTvNeu5AcLy), genin tümünü içerirken, diğer klonda, (pTvAaa24NeuSAcLy), 24 aminoasitlik N-terminal hidrofobik kısım delesyonla uzaklaştırılmıştır. IPTG ile indüklenen bakteriler, sonikasyonla parçalanmış ve aktivişte denemeleri sonucunda sadece GST-füzyon proteini için transforme edilmiş bakteriler enzim aktivitesine sahip bulunmuştur. İlginç bir şekilde delesyon mutasyonuna sahip olan klonda daha yüksek enzim aktivitesi saptanmıştır.  Araştırmacılar bu durumu, T. vaginalis’teki Neu5Ac liyazın öncü molekül olarak sentezleniyor olabileceği ve olgun enzimin oluşması için N terminal kısmın kesilmesi gerekebileceği şeklinde açıklamışlardır.  
Literatüre göre siyalidazın moleküler ağırlığı yaklaşık 38.7 kDa olarak alınmış ve bu değere 5.8 kDa pET30’dan gelen peptidin boyutu eklenmiştir. Sonuç olarak pet30 plazmidine klonlama ve indükleme sonrası, siyalidaz için beklenen proteinin moleküler ağırlığı 44.5 kDa olarak hesaplanmıştır. SDS-PAGE elektroforezi sonucu görüntülenen 44.5 kDa luk protein için saflaştırma aşamalarına geçilmiştir. Rekombinant hücrelerden hazırlanan lizatlardan siyalidazı saflaştırmak için HPLC metotunda optimizasyona gidilmiş ve en iyi saflaştırmanın imidazolsüz başlangıç ve 25-200 mM lık imidazol elüsyon adımlarını içeren metotlar ile gerçekleştiği belirlenmiştir. 
Ham ve saflaştırılmış rekombinant siyalidaz enziminin biyokimyasal aktivitesi nöraminidaz kiti ile de araştırılmıştır. Negatif kontrolün absorbans değerinin üzerindeki değerler siyalidaz aktivitesi açısından pozitif olarak kabul edilmiştir. Sonuç olarak, hem ham hem de saflaştırılmış enzimlerde siyalidaz aktivitesi biyokimyasal olarak doğrulanmıştır. Rekombinant olmayan ve Pet30a içeren E.coli BL21 kültüründe de aktivite görülmüştür. Literatüre göre E.coli bakterilerinde de nöraminidaz aktivitesi vardır. Sonuçlarımıza göre rekombinant kültürlerde rastlanan enzim aktivitesi absorbans değerleri negatif kontrol ve BL21 hücrelerinde tayin edilen değerlerden yüksek olduğu için, siyalidaz geni içeren rekombinant E.coli hücrelerindeki aktivitenin aktarılan gen sonucu olduğunu söyleyebiliriz. Saflaştırılmış enzimdeki aktivite kaybının sebebi ise, ham örneğe göre çok daha az protein içermesi ile ilişkilendirilebilir.








6. SONUÇ VE ÖNERİLER


	T. vaginalis siyalidazları musinleri degrade eden enzimler arasında en önemlilerinden birisidir ve parazitin virülansında rol oynamaktadırlar. Trypanasoma cruzi ve Plasmodium falciparum nöraminidazları ile ilgili pek çok makaleye rastlanırken, T. vaginalis’in ürettiği siyalidazlara dair çok daha az çalışma yer almaktadır. Bu açıdan araştırmamız literatüre katkı sağlayacak niteliktedir. Ayrıca enfeksiyonların tedavi edilmesinde bu enzimlerin inhibitörlerinin kullanılabileceği çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir. Örneğin, İnfluenza A ve B siyalidaz enzimlerinin inhibitörleri yakın zamanda geliştirilmiştir. Ancak, terapide inhibitörleri kullanılabilecek siyalidaz enzimleri çok çeşitli olduğu için bu tür çalışmaların artması önemlidir. İlgili enzimin rekombinant üretimi ve biyolojik aktivitesi ile ilgili araştırmalar bu açıdan bir temel oluşturmaktadır. Bahsedilen sebeplerden ötürü bu çalışmada, insanlarda hastalık yapan parazit protozoon T. vaginalis’in siyalidaz enzimini kodlayan gen klonlannış, biyokimyasal ve fonksiyonel olarak karakterize edilmiştir. İleride, rekombinant enzimin üretimi ve biyolojik örneklerde aktivitesinin araştırılması planlanmaktadır. Ayrıca, trikomoniyaziste tedavi amacıyla kullanılabilecek siyalidaz inhibitörlerinin geliştirilmesi için bu doktora tezi bir temel oluşturacaktır.
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AKTAŞ UYGUN DENİZ, BAŞBÜLBÜL GAMZE, KARAGÖZLER ARİFE ALEV, UYGUN MURAT, ORYAŞIN ERMAN Aydın yöresinden toplanan zeytin yaprağı  Olea europea  ekstraktlarının antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi.  18.Ulusal Biyoloji Kongresi (/) (Yayın No:1672116)


					
UYGUN MURAT, KARAGÖZLER ARİFE ALEV, BAŞBÜLBÜL GAMZE, AKTAŞ UYGUN DENİZ, BIYIK HACI HALİL Aydın Yöresinden Toplanan Kapari Capparis spinosa L   Ekstraktlarının Antimikrobiyal Aktivitelerinin İncelenmesi.  18.Ulusal Biyoloji Kongresi (/) (Yayın No:1672105)
					
GÜVEN GÜLŞEN, SOYSAL EBRU, DEMİR MUSTAFA, BAŞBÜLBÜL GAMZE   Silika Jel Üzerine İmmobilize Edilmiş Geobacillus toebii HBB 214 ile Cu II İyonlarının Zenginleştirilmesi.  Kromotografi (/) (Yayın No:1674519)
				
BAŞBÜLBÜL ÖZDEMİR GAMZE,oryaşın erman,BIYIK HACI HALİL,METİN KUBİLAY,BOZDOĞAN BÜLENT  Alangüllü  Aydın  Jeotermal Kaynağından İzole Edilen Termofilik Bakterilerin 16S rRNA Analizi İle Tanılanması.  4. Ulusal Moleküler ve Tanısal Mikrobiyoloji Kongresi (Yayın No:1672055)
				
ÜNSAL HÜMEYRA, BALKAYA MUHARREM, BIYIK HACI HALİL, ÜNSAL CENGİZ, BAŞBÜLBÜL ÖZDEMİR GAMZE, POYRAZOĞLU ESİN, KOZACI LEYLA DİDEM Wistar Sıçanlarında Kalitatif ve Kantitatif Protein Malnutrisyonunun Sekal Mikrobiyotaya Zamana Bağlı Etkileri.  30.Ulusal Fizyoloji Kongresi (/) (Yayın No:1672043)
					
ORYAŞIN ERMAN, BAŞBÜLBÜL ÖZDEMİR GAMZE, BIYIK HACI HALİL, KIRDAR SEVİN, AYDIN NERİMAN, BOZDOĞAN BÜLENT Çevresel Enterokoklarda Makrolidlere ve Linkozamidlere Direnç Mekanizmaları.  4. Ulusal Moleküler ve Tanısal Mikrobiyoloji Kongresi (/)(Yayın No:1672068)
		
ORYAŞIN ERMAN, BAŞBÜLBÜL GAMZE, BIYIK HACI HALİL, BOZDOĞAN BÜLENT (2013).  Enterokok Suşlarında Bakteriyosin Üretiminin Mikrobiyolojik ve Genetik Yollarla Araştırılması.  XXXIII.Türk Mikrobiyoloji Kongresi (Tam Metin Bildiri)
Siyalidaz aktivite grafiği
1. saat	SİA32 H 	SİA32 S 	BL21	NAK	H2O2K	REAXT K	0.32300000000000001	0.157	0.17199999999999999	0.33800000000000002	0.14899999999999999	0.104	2. saat	SİA32 H 	SİA32 S 	BL21	NAK	H2O2K	REAXT K	0.42	0.222	0.188	0.33	0.16	0.122	
Absorbans OD 560nm
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EDTA (0 . 5 M)   186, 1 g disodyum EDTA üzerine 800 mL   distile su eklenerek   manyetik karıştırıcıda  çözülene  kadar  karıştırılır.   NaOH ile pH 8 ’   e ayarlan dıktan sonra 1000 mL ’   ye tamamlanıp 121   °C’   de  15 dakika   otoklavlanır .     Tris (1M)   121 g   Tris Base 800 mL   distile suda eritili p, HCl asit ilave edilerek pH: 7,4’   e ayarlanarak  karışım 1000 mL ’ ye tamamlanır.  121   °C’   de 15 dakika   otoklavlanır.      NaCl (5M)   146,1 g NaCl tartılıp 450 mL   distil e suda   çözülür. Son hacim 500 mL ’ ye tamamlanır.      T BE (Tris - Borik Asit - EDTA, pH:8 ) Tamponu (10x)  

Tris Base  121,1 g  

Borik  Asit   61,83 g  

EDTA  5,84 g  

  Tris base, Borik asit ve EDTA   tartı larak üzerine 800 mL   distile su eklenir. Manyetik  karıştırıcıda çözünen karışımın pH’ sı   8’ e ayarlanır ve üzeri 1000 mL ’ ye tamamlanır.  121   °C’   de 15 dakika   otoklavlan arak steril edilir.  Agaroz jel elektroforezinde 20 kat sulandırılarak  kullanılır.       Agaroz jel (%1 )  

Agaroz  1   g  

0.5X T B E tamponu  100 mL  

Safeview  10 µL  

  1   g agaroz üzerine 100 mL   0.5 X T BE tamponu eklenerek   mikrodalga fırında çözülmesi için  kaynatılır.  50 - 60   o C’   ye kadar soğutulduktan sonra ,   içerisine 10 µL   Safeview eklenir,    je l  tablasına dökülür. Genomik/   plazmid DNA   ve amplikonun görüntü lenmesinde kullanıl ır.     Marker  
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1. Trichomonas vaginalis G3 BNR/Asp - box repeat family protein (TVAG_499550) partial  mRNA   NCBI Reference Sequence: XM_001319657.1   FASTA   Graphics   Go to:   LOCUS       XM_001319657            1050  bp    mRNA    linear   INV 04 - MAR - 2008   DEFINITION  Trichomonas vaginalis G3 BNR/Asp - box repeat family protein                (TVAG_499550) partial mRNA.   ACCESSION   XM_001319657   VERSION     XM_001319657.1   KEYWORDS    RefSeq.   SOURCE      Trichomonas vaginalis  G3      ORGANISM   Trichomonas vaginalis G3                Eukaryota; Parabasalia; Trichomonadida; Trichomonadidae;                Trichomonas.   REFERENCE   1  (bases 1 to 1050)      AUTH ORS   Carlton,J.M.,  et al.      TITLE     Draft genome sequence of the sexually transmitted pathogen                Trichomonas vaginalis      JOURNAL   Science 315 (5809), 207 - 212 (2007)       PUBMED    17218520   REFERENCE   2  (bases 1 to 1050)      AUTHORS   Amadeo,P., Zhao,Q., Wortman,J., Fraser - Liggett,C. and Carlton,J.      TITLE     Direct Submission      JOURNAL   Submitted (16 - OCT - 2006) The Institute for Genomic Research, 9712                Medical Center Dr ive, Rockville, MD 20850, USA   COMMENT     PROVISIONAL  REFSEQ : This record has not yet been subject to final                NCBI review. This record is derived from an annotated genomic                sequence  (NW_001581660).                COMPLETENESS: incomplete on both ends.   FEATURES             Location/Qualifiers         source          1..1050                         /organism="Trichomonas vaginalis G3"                         /mol_type="mRNA"                         /s train="G3; ATCC PRA - 98"                         /db_xref="ATCC: PRA - 98 "                         /db_xref="taxon: 412133 "         gene              <1..>1050                         /locus_tag="TVAG_499550"                         /db_xref="GeneID: 4765360 "         CDS               1..1050                         /locus_tag="TVAG_499550"                         /note="encoded by transcript TVAG_499550A;                         Id entical to: TigrScan, GlimmerHMM gene predictions"                         /codon_start=1                         /product="BNR/Asp - box repeat family protein"                         /protein_id=" XP_0013 19692.1 "                         /db_xref="GeneID: 4765360 "                         /translation="MFLFLNLASAVGPEPSEEYLIFNSASIKGGGCYRIPSLVTAKNG                         TVIAFIDLRPGSCGDLNYDNKIKIAARHSYDDGVTWSDER MVADYGDNLSSSDSSSIL                         NTQTGEIVVLYNFWNYNTEKGIYKQHVKISSDNGETWGEPIDITDQIAPPDSQNHFKF                         ITSGKGAQAKTGYLYQALVDVSAGNSVYLIESKNGGRNWTRIDVRCQVADETTLIPLE                         NGNILLNARTFDHHRRFFEIDPVNQKLVKQEDRPDLVDPNCDAGFMKYYYGKSNIV FF                         SNANNAGGRSNMTIKYSLDDAKTFSSGKVVQPGGGGYSSITVNRKYEVVMLYENPGKN                         GITVRNLPMNWVLNQ"   ORIGIN                  1  atgtttttgt ttctgaactt ag catcagct gttggtccag aaccaagtga agaatatctg           61 atatttaaca gtgcatctat caagggtggt gga tgctatc gaattccatc tttggttact          121 gcgaaaaatg gaacagtgat tgccttcatt gatctcagac caggtagctg tggagatctt          181 aactatgaca ataaaatcaa aattgcagca agacacagtt acgatgatgg tgtcacatgg          241 agtgatgaaa gaatggttgc tgattatggt gataatctct cctcttcaga ttcttcatc t          301 attctcaata cacaaactgg tgaaattgtt gtgttgtaca atttttggaa ttacaataca          361 gaaaaaggaa tttataagca gcacgtcaag atatcatcag ataatggtga aacatggggc          421 gaacctatcg atatcacaga tcaaattgct ccaccagatt cccagaatca tttcaagttc          481 ataacatctg gcaaa ggtgc ccaagcaaag actggctact tatatcaagc tctcgttgat          541 gtttctgctg gaaattctgt ttatctcatt gaatcaaaga atggcggaag aaattggaca          601 agaatcgatg tcaggtgcca agttgctgat gaaacaactc ttatacctct agaaaacgga          661 aacattcttc ttaatgcccg tacatttgac caccatcgca  gattctttga aattgatcca          721 gtaaatcaga aacttgtcaa acaagaagat agacctgatt tggtagaccc gaactgcgat          781 gctggcttca tgaagtatta ttacggaaaa tcaaatatcg ttttcttctc caacgcaaat          841 aacgctggtg gtagatcaaa catgacaatc aagtactcac ttgatgatgc taagacattc          901 tcaagcggaa aggttgttca gccaggtggt ggtggatatt cttctatcac tgtaaacaga          961 aagtatgaag tagtcatgtt atacgagaat ccaggaaaga atggcatcac tgtgagaaac         1021 ttaccaat ga   attgggtttt   gaatcaa taa  
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Sequences producing significant alignments Download ¥ Select columns “ Show ©
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewe
Description Scientfic ~ Max Total Query E Per.  Acc. )
v Name Score Score Cover value Ident  Len Accession
- v v v - v -

Trichomonas vaginalis G3 sialidase 1 (lysosomal sialidase) family (TVAGG3_0960040), partial ... Trichomonasyv... 1179 1179 79% 0.0  99.69% 1050 XM_001319657.1
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Trichomonas vaginalis G3 sialidase 1 (lysosomal sialidase) family (TVAGG3_0960040), partial nRNA
Sequence ID: XM_001319657.1 Length: 1050 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 645 GenBank Graphics

Score Expect  Identities Gaps Strand
1179 bits(638) 0.0 643/645(99%) 1/645(0%) Plus/Plus
Query 172 ATGTTTTTGTTTCTGAACTTAGCAT( 231
) IIII[IIII||II[I|IIII|I|III|IIlIIIlIII|I[IIIII||IIIIIIIIIIIII
Sbjct 1 ATGTTTTTGTTTCTGAACTTAGCATCAGCTGTTGGTCCAG 60
Query 232 ATATTTAACAGTGCATCTATCAAG( GATGCTATCGAATTCCATCTTTGGTTACT 201
) IIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]III]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 61 TTAACAGTGCATC 120
Query 292 GCGAAAAATGGAACAGTGATTGCCTTCATTGATCTCAGACCAGG! GTGGAGATC 351
) IIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 121 180
Query 352 411
) IIII[IIIIIIII[IIIIIIIIIIIIIII]III]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 181 GATGATGGTGTCACATGG 240
Query 412 ATGAAAGAATGGTTGCTGATTATGGTGATAATCTCTCCTCTTCAGATTCTTCATCT 471
3 |||I[IIIII|II[||I|I||I||II||IlIIIlII|I|[|III|I|II||II|||III|
Sbjct 241 ATGAAAGAATGG CTCCTCTTCAGATTCTTCATCT 300
Query 472 531

ATTCTCAATACACAAACTGGTGAAATTGTTGTGTTGTACAATTTTTGGAATTACAATACA
. LECCLEEEELELEL LD LT LTI
Sbjct 301 ATTCTCAATACACAAACTGGTGAAATTGTTGTGTTGTACAATTTTTGGAATTACAATACA 360

Query 532 GAAAAAGGAATTT/ CAGCACGTCAAGATATCATCAGATGATGGTGAAACATGGGGC 591

IIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 361 420

Query 592 GAACCTATCGATATCACAGATCAAATTGCTCCACCAGATTCCCAGAATCATTTCAAGTTC 651
LECELELEELELEEEEE L L EEEEEEEEEL L TEELELL LT
GAACCTATCGATATCACAGATCAAATTGCTCCACCAGATTCCCAGAATCATTTCAAGTTC

Sbjct 421 480
Query 652 CTTATATCAAGCTCTCGTTGAT 711

. ||||[||||||||[|||||||||||||||l|||l|||||[||||||||||||||||||||
sbjct 481 \CTTATATCAAGCTCTCGTTGAT 540
Query 712 TTCTGTTTATCTCATTGAAT GGCGGAAGAAATT 7

. IIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 541 GTTTCTGCTGGAAATTCTGTTTATCTCATTGAATCAAAGAATGGCGGAAGAAATT 600
Query 772 815

IIII[IIIIIIII IIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 601 GATGAAACAACTCTTATA 645
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