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Ozet

Bu calismada farkl restriksiyon enzimleriyle kesilmis Cryptosporidium parvum genomik DNA’sinin Green fluorescent
protein reporter (GFP) genlerini tastyan GFP vektériine aktariimasi amaclanmistir. Bu amag dogrultusunda, rastgele secilmis C.
parvum genomik DNA’s! restriiksiyon enzimleriyle (Ncol-Spel; Fat I-Xbal and BspHI- Xbal) kesilmistir. 750 b¢ DNA ile 23000 bg
lik DNA arasindaki bélge jelden geri kazanilip, GFP vektorine transfer edilmistir. Rekombinant koloniler secilerek, iki primer
kullanilip baz dizi analizleri yapilmistir. C. parvum genom dizisi hemen hemen tamamlanmis olsa da, bu parazitin, genetik
transformasyonu fonksiyonu bilinmeyen genlere sahip olmasi ve regulatér baz dizisinin aciklanmamasindan dolayl heniz
gerceklestiriimemistir. Bu calismanin gelecekte yapilacak C. parvum gen transformasyonunun 6n calismasini olusturmasi ve
gen mantplasyon calismalarina katki saglamasi anlaminda énemli oldugu disunuilmektedir.

Anahtar sozciikler: Cryptosporidium parvum, Green fluorescent protein, Gen klonlama, Real-time PCR

Transformation of Digested Genomic DNA of Cryptosporidium
parvum with Different Restriction Enzymes to Green Fluorescent
Protein Reporter (GFP) Vector

Summary

The focus of this study is to develop methods for transformation of random genomic fragment of Cryptosporidium parvum
DNA with GFP vector. We propose to insert upstream and downstream intergenic regions from C. parvum genes into plasmid
carriying the green fluorescent protein reporter. For this objective, random genomic fragment of C. parvum DNA was digested
Ncol-Spel; Fat I-Xbal and BspHI- Xbal, and fragments between 750 and 23000 bp were gel purified and cloned into a GFP plasmid
vector. Colonies were randomly selected and subjected to automated sequencing by using one or two primers flanking the cloning
site. Even though sequence of the C. parvum genome very nearly was completed, genetic transformation is needed to translate
genomic sequence the function of unknown genes and identifying regulatory sequences. We described here the preliminary study
which form the basis of future for C. parvum gen transformation and to construct gene manipulation techniques.
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GIRIS

Cryptosporidium parvum apikompleksan bir protozoan  Diger enterik koksidialar gibi Cryptosporidium’da tek
olup immun yetersizligi olan kisilerde ve AIDS'li hasta-  konakg! icerisinde yasam doéngisiini tamamlar. Diger
larda siddetli semptomlara neden olmaktadir. Kripto-  koksidialardan ayiran 6zellikleri, antimikrobiyal ajanlara
sporidiyoz gelismekte olan (ilkelerde 6zellikle ¢cocuklarda  dayanikliginin bulunmasi, otoenfeksiyon kabiliyetine
kesintisiz ishallerle seyreden yaygin bir parazitozdur *.  sahip olmasidir. C. parvum ookistleri enfekteli insan ve
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buzagilardan buyiik bir sekilde yayilir. Bulasma fekal-
oral, direk veya indirek kontamine olmus su ve yiyecek-
lerden olur. izolatina bagh olarak 10 taneden az sayida
ookist enfeksiyon etkeni olabilir. Ookistler bilinen dezen-
fektanlara karsi oldukga fazla bir rezistansa sahiptir 2.

C. parvum’un kompleks yasam dongisi ve olustur-
dugu enfeksiyona karsi etkili bir ila¢ tedavisinin bulun-
mamasi, bu organizmanin gen transfeksiyonu Uzerine
ilginin artmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte
Eimeria tenella parazitinin DNA temelli transient ve stabil
transformasyonu, C. parvum ile benzer yasam dongisiine
sahip olmasindan dolayi bu parazit i¢in yeni yollarin agil-
masina nedendir .

Bu calisma ile rastgele secilmis C. parvum genlerinin
reporter protein GFP’yi taslyan vektore aktariimasi lize-
rine on bir calisma yapilarak, gelecekte yapilacak C.
parvum gen maniplasyon ve transformasyon g¢alisma-
larina katki saglanmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

GFP vektor: Bu calismada kullanilan plazmid, Geneart
firmasi tarafindan (www.geneart.com), sentetik oligo-
nukleotidler kullanilarak hazirlandi. Bu fragment Kpnl ve
Sacl restriksiyon bolgeleri kullanilarak pPCR-Script vek-
tortine klonlanmistir. Bu plazmidin dizayninda E. coli K12
XL 10-GOLD (dam+ decm+)'dan yararlanildi.

Cryptosporidium parvum ookistleri: lowa susuna ait
ookistler Amerika Birlesik Devletleri, Tufts Universitesi,
Veteriner Fakiltesi Biyomedikal Bolimu Enfeksiyon
Hastaliklari Laboratuvarindan temin edildi.

Metot

C. parvum ookistlerinden DNA izolasyonu: Ookistler
sodyum hipokloritle * muamele edildikten sonra Eksis-
tasyon Metodu ®* modifiye edilerek uygulandi. 10®
ookist/ml; %10 sodyum hipokloritle karistirihp 7 dakika
buz Gzerinde bekletildi. Ookistler 3 kez PBS (fosfat tam-
ponu) ile 4000 x g de 5 dakika 4°C’de yikandi. Eksistas-
yon igin kullanilacak sollisyon ookist ¢okeltisinin tizerine
ilave edildi. Eksistasyon sollisyonu 0.015 g taurocholik
asit (TA- Sigma T9034) + 900 pl 1xPBS’ten olusmaktadir.
Yiizeysel sterilizasyon sonucunda elde edilen 100 ul’lik
ookist ¢okeltisi tizerine TA/PBS eklenip 37°C’de 1 saat su
banyosunda bekletildi. Eksiste olmayan ookistler 37°C’de
-80°C’de 3 kez sirasiyla 10’ar dakika bekletildi. DNA
izolasyon kiti (Puregene/ Katalog no: D-5000A) kullanilip
DNA izole edildi. DNA'nin konsantrasyonu, DNA-dipstick
kit (invitrogen 45-0066) kullanilarak tespit edildi.

C. parvum Genomik DNA: C. parvum genomik DNA’s|
farkh kombinasyonlarda primerler (S1-N1, S2-N2, S3-N3,
S4-N4, S5-N5) kullanilarak Real-time PCR cihazinda (40
dongl 95°C, 4 sec; 28°C, 5 sec; 72°C, 20 sec; Melting
curve: one cycles of 95°C, 2 sec, 50°C, 15 sec; 95°C, O
sec,) cogaltildi. Primerler asagida tanimlanan baz dizi-
leri seklinde dizayn edildi.

S$1:5'- GCCACT AGT NN -3' N3 5'- ATA CCA TGG NN -3'
N1:5'-CACCCATGG NN -3' 54 5'- GCG ACT AGT NN -3'
$2:5'- TCC ACT AGT NN -3' N4 5'- TGG CCA TGG NN -3'
N2:5'-CTG CCATGG NN -3'  S55'- GGA ACT AGT NN -3'
$3:5'- CCA ACT AGT NN -3' 5 5'- TAG CCA TGG NN -3'

Cogaltilmis PCR Uranleri purifikasyon kiti kullanilarak
(kat no: 28104- MinElute PCR purification kit) enzim ve
diger artiklar uzaklastirilarak tamamen saf hale getirildi.
Saf haldeki DNA, Ncol-Spel, Fat I-Xbal ve BspHI- Xbal
restriiksiyon enzimleri ile kesildi ve tekrar Qiaquick PCR
purification kit ile muamele edildi. Purifiye edilmis Grilin
GFP vektoriine ligasyon islemiyle yerlestirildi. Rekom-
binant haldeki plazmid Subcloning Efficiency DH5a Kom-
petent (kat no: 18265-017) hiicrelerine aktarildi. Daha
sonra Ampisilin (100 mg/ml) iceren LB agar besi yerle-
rine ekimi yapildi.

Rekombinant kolonilerin se¢imi: LB agar besi yeri
iceren plaklardan rastgele koloniler segilip Real-time PCR
(Amplification: Fourty cycles of 95°C, 2 sec; 60°C, 5 sec;
72°C, 30 sec; Melting curve: one cycles of 95°C, 1 sec, 65°C,
15 sec; 95°C, 0 sec) cihazinda ‘CpF 5’'CAAATAACCGTCTACAG3’
ve CpR 5'TGTTGTGCGTTAATCA3’ primerleri kullanilarak
915-bg¢’lik C. parvum genomic DNA fragmenti agaroz jelde
elde edildi.

Baz dizi analizi: Agaroz jelde rekombinant oldugu
tespit edilen koloniler LB broth besiyerinde gogaltilip
plazmid izolasyonu (Qiagen plasmid minikits) yapildi. DNA
drnekleri Tufts Universitesi’ne génderilerek (Sequencher
version 4.1.4) dizi analizleri yapildi.

BULGULAR

GFP plazmidi Sekil 1’de gosterildigi gibi Spel, Ncol
enzimleriyle ayri ayri ve birde her iki enzim kullanilarak
kesilmistir. Bunun icin 0.4 pl Spel (10.000 units/ml); 0.4
ul Ncol (10.000 units/ml) enzimleri in 10.0 pl final volim
olacak sekilde ayarlandi.

Kesilmemis vektor DNA sinin miktari (Sekil 1’de 6.
Kuyucukta) ¢ok fazla oldugu icin kullanilan enzim miktari
arttirilarak [0.8 pl (10.000 units/ml)] Sekil 2’deki agaroz
jel elde edildi.


http:www.geneart.com

1)1kb ladder

2) Kesilmig vektdor DNAsI{NI)

3) Kesilmis vektdr DNAS I(SI)

4) Keslimig vektdr DNAsI(NI ve SI)
3) Kesilmemis vektdr DNA s

6) Kesilmis vektdr DNAs) (NI ve Si)
7)1 kb ladder

8) DNA Hind Il ladder

Sekil 1. Ncol ve Spel enzimleriyle kesilmis GFP vektdr DNAsInin
agaroz jel gorintisu

Fig 1. Agorose gel analysis of digested Crypto-construct GFP
vector with Ncol and Spel

1 2 3 4 5 6§

1) DNA Hind Il ladder

2) Kesilmemis GFP vekior DNASst
3) Ncol -Spel enzimieriyle kesilmig
plazmid DNAs1 (360ng/ 6yl)

4) Ncol -Spel enzimieriyle kesilmig
plazmid DNAsi (180ng/ 3pl)

4361

564

Sekil 2. Ncol ve Spel enzimleriyle kesilmis GFP vektdr DNA'sinin
agaroz jel goriintlsu

Fig 2. Agorose gel analysis of digested Crypto-construct GFP
vector with Ncol and Spel (0.8 pl 10.000 units/ml)

Vektor DNA’sinin tamamen kesildigi kosullar belir-
lendikten sonra (Sekil 2), ayni kosullar kullanilarak daha
yogun konsantrasyondaki vektér DNA’si (60 ng/ul 100 pl
final volimde) Ncol ve Spel enzimleriyle kesilmistir. Elde
edilen 700 bg’lik GFP ve 3260 bg’lik linearize edilmis
vektoru tasiyan kisim UV altinda kesilmis ve gelden
purifiye edilerek tekrar kazanildi (Sekil 3 ve 4).

1 23 4567 8

1) LamdaHind lll ladder

2) Kesilmemis vekior DNA s1

3-7) Ncol —Spel enziimlenyle
kesilmig vecior DNA si
(90ng/ )

8) Lamda Hind Ill ladder

Sekil 3. GFP ve linearize edilmis vector kisminin agaroz jelden
kesilerek ayrilmasi

Fig 3. Agorose gel analysis of separated and cut fragment of
linearized vector and GFP
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1) Purifiye edilmig jel (GFP)

2) 1 kb ladder

3) Purifiye edilmis linearize vekior
4) Hind Ill ladder

Sekil 4. Gelden geri kazanilan GFP ve linearize edilmis vektor
kisimlarinin agaroz jele yiklenmesi

Fig 4. Agorose gel analysis of purified GFP and linearized vector
from gel

C. parvum genomik DNA’s1 S1 ve N2, S2 ve N2, S3 ve
N3, S4 ve N4, S5 ve N5 primerleri kullanilarak Real-time
PCR cihazinda gogaltildi (Sekil 5). Cogaltilan C. parvum
genomik DNA Ncol ve Spel enzimleri kullanilarak kesildi
(Sekil 6).

Sekil 5. C. parvum genomik DNA'sini Real-time PCR ile
cogaltilmasi

Fig 5. Melting curve of random genomic fragments of C.
parvum DNA in real time PCR

Jelden geri kazanilan C. parvum Genomik DNA'sI ve
GFP vektor DNA’sI ligasyona maruz birakilip, Subcloning
Efficiency DH5a kompetent hiicrelerine transformasyonu
gerceklestirildikten sonra rekombinant koloniler Real-
time PCR cihazinda kontrol edilip (Sekil 7) agaroz jelde
(Sekil 8) gosterildi.

Rastgele amplifiye edilen C. parvum genomik DNA’s|
Fatl-Xbal and BspHI- Xbal enzimleriyle kesilmis (Sekil 9),
jelden purifiye edilip GFP vektoriine transformasyonu
gercgeklestirildikten sonra segilen koloniler Real-time
PCR cihazinda kontrol edildi (Sekil 10 ve 11).
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1) Lamda Hind Il

1) Bos
23130 2) Kesilmemis
C_parvum DNA
4.361 4)Bos
2322 5-12) Ncol-Spel ile

2.027 kesilmis C. parvum

DNA s1

564

Sekil 6. Cogaltilan C. parvum genomik DNA'sinin Ncol ve Spel
ile kesilmesi

Fig 6. Agorose gel analysis of digested randomly amplified C.
parvum DNA with Ncol and Spel

1 23 4 5

1) Lamda Hind Il ladder

2) Kesilmemigs Genomik C.parvum DNA s
3) BsHI-Xbal enzimleriyle kesilmisg

C. parvum DNA s

4) Fatl-Xbal enzimleriyle kesilmisg

C. parvum DNA s1

23,130

2,322
2,027

564

Sekil 9. Cogdaltilan C. parvum genomik DNAsinin BspHI- Xbal,
Fatl-Xbal ile kesilmesi

Fig 9. Agarose gel analysis of digested C. parvum DNA with
BspHI-Xbal and FatI-Xbal

Sekil 7. Secilmis rekombinant kolonilerin Melting Curve Analizi
Fig 7. Melting Curve Analysis of randomly selected colonies

1) 100 bp ladder

2) H20(negatif kontrol)

3) Kesimemis plazmid (pozitif
kontrof)

4-5) GFP nin insert edilmedigi
koloniler

6-T) GFP insert edildigi koloniler

8-12) C. parvum DNA simn
insert edildifi koloniler.

8 13,15) 100 bp ladder

16-27) Rastgele gogaltilmg C.
parvum DNA simn insert
edikdigi koloniler

Sekil 8. Melting Curve Analizinin agaroz jelde gorintusi
Fig 8. Agarose gel analysis of randomly selected colonies

Cp forward and revers primerleri 915 bg¢ vektor gen
bolgesinden dizayn edilip, vektoér dizayni 5° UTR+GFP
+3’UTR seklindedir. Linearize edilmis vektor uzunlugunu
(5" UTR+3’UTR) temsil eden amplikon yani pirmerlerin

[ ———

Sekil 10. Secilmis rekombinant kolonilerin Melting Curve Analizi
Fig 10. Melting Curve Analysis of randomly selected colonies

12345678 91011 121314

1) 1kb ladder

2} H20

3) KesilmemigGFP
vekior (positif kontrol}

4) GFP insert edilmemig

5} GFP nin insert edildigi

6-14) C. parvum genomik
DNAsinin insert
edildigi koloniler

Sekil 11. Melting curve analizinin agaroz jelde gérintisi
Fig 11. Agarose gel analysis of randomly selected colonies

cogaltacagi gen bolgesi 215 bg olarak belirlenmistir. GFP
kismi ise 710 bg olup, dizayn edilen primerlerin bu bol-
geyi ¢cogaltmasi hedeflendi. Sekil 8'de gosterildigi gibi,
ikinci kuyucuk negatif kontrol olup herhangi bir band
gdzlenmemistir. Uglincli kuyucuk pozitif kontrol olup hig
kesilmemis vektér DNA’sinin (925 bg) yiklendigi kuyu-
cugu olusturmustur. Dort ve 5. kuyucuklar da pozitif
kuyucuklar olup GFP’nin ligasyona dahil edilmedigi kuyu-



cuklardir (sadece linearize edilmis vektoér-215 bg); 6 ve 7.
kuyucuklar da yine pozitif kontroller olup ligasyon isle-
minin ¢alisip ¢calismadigini bize gdstermistir (925 bg¢- GFP
nin katildigi ligasyon). Sekiz-27 kuyucuga kadar olan
kisimda segilmis rekombinat kolonilerin incelendigi
kuyucuklari (bilinmeyen 6rnek) olusturdu.

TARTISMA ve SONUC

Bu calisma ile farkh restriksiyon enzimleriyle kesilen
C. parvum genomik DNA’sinin GFP (Aequoria victoria’
dan elde edilen) reporter proteinini tasiyan vektére
transformasyonu gerceklestirildi.

Apicomplexan grubu parazitlerinden Plasmodium
berghei, P. falciparum, P. knowlesi tirleri icin stabil
transformasyon gergeklestirildi. Bu gen anlatim tekni-
giyle parazit protein fonksiyonlarinin anlasiimasinda
onemli basarilar elde edilmistir. Bu calismayla bakteriyel
CAT geninin P. falciparum’a stabil transformasyonu
gergeklestirilmistir °.

Malaria parazitlerinin genetik maniplasyon ¢alisma-
lari bu grup parazitlerin asi ve ila¢ endustrisindeki gelis-
melerine olanak saglamistir. ilag direngliligini kodlayan
geni (dihidrofolat rediiktaz timidilat sentez-DHFR-TS)
tasiyan vektor ile Malaria parazitlerinin stabil transfor-
masyonlari gergeklestirildi’.

Bu calismada kullanilan Gg farkh enzim kombinasyo-
nuyla kesilen C. parvum genomik DNA’sinin ligasyonu ve
transformasyonu acisindan énemli bir fark gézlenmedi.
Elde edilen rekombinat kolonilerin her tg¢ farkli kombi-
nasyon icin de benzer sayilar gosterdigi saptandi.

Bu calisma, antartik fosfataz enzimi kullanilarak ve
ayrica bu enzim kullaniimadan linearize edilmis plazmid
DNA’si ve GFP kismi purifiye edildiginde, bu enzim kul-
lanildiktan sonra yapilan ligasyon isleminin gercekles-
tigini bize gdstermistir. Enzim sayesinde linearize edil-
mis plazmid DNA’si ve GFP DNA’sindaki 5’ fosfat gruplari
uzaklastiriimistir.

Bu islemden sonra elde edilen linearize edilmis plaz-
mid DNA’si ve GFP, C. parvum genomik DNA'sI ile ayri
ayri birlestirilirken, deneyin saglamasi olarak (pozitif
kontrol) linearize edilmis plazmid DNA’si ve GFP de kendi
aralarinda ligasyona maruz birakilmistir. Rekombinat
koloniler secilip Real-time PCR cihazinda incelenmistir
(Sekil 7 ve Sekil 8).

Elde edilen bandlara bakilarak, secilmis kolonilerden
sadece 11, 20, 23 ve 26. kuyucuklarin rekombinant kolo-
niler oldugu goézlenmistir.

Ayni deneyler Fat I-Xbal and BspHI- Xbal enzimleri
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icin yapildiginda (Sekil 8, 9, 10) rekombinant koloniler
sadece 8, 10, 12 ve 14. kuyucuklarda gozlenmistir.

Bu rekombinant kolonilerin (11, 20, 23 ve 26.; 8, 10,
12 ve 14.) dogrulugunu tespit etmek icin baz dizi ana-
lizleri Tufts Universitesinde yapildi. Gelen sonuglar
CryptoDB and NCBI blast kullanilarak degerlendirildi,
elde edilen rekombinat baz dizilerinin AAEE01000006,
AAEE01000015, AAEE01000001 kodlariyla ifade edilen
Cryptosporidium gen boélgeleriyle benzerlik gosterdigi
tespit edildi.

C. parvum genomu sekiz kromozoma sahiptir. Para-
zitin genomik baz dizileri, parazitin bliyliime asamasi,
hastalik olusturma mekanizmasi, virulansi ve direnc sis-
temi gibi 6zelliklerini kodlamis olsa da, bu verilere daya-
narak heniiz parazitin olusturdugu hastaliga karsi etkili
bir tedavi yontemi belirlenememistir ®.

Genetik transformasyon bir ¢cok genetik manuplasyon
calismalarinin temelini olusturmaktadir. Genetik ma-
nlplasyon ¢alismalarinin ilag endistrisinin temelini olus-
turdugu distnildtginde C. parvum’un gen transfor-
masyonu ile olusturdugu hastaligin tedavisi i¢in gerekli
¢OzUmlerin de saglanilacagi distintlmelidir.

Diger apikompleksan protozoolarla ilgili genetik
maniplasyon calismalari C. parvum’un transformasyonu
icin ayni derecede etkili olmamustir.

T. gondii'nin genetik klonlama calismasi yapilarak bu
parazitin cDNA kitliphanesi olusturulmustur. 7. gondii’
nin genetik klonlama ¢alismasinin diger apicomplexan
parazitlerin gen klonlama galismalarinda model olacagi
disanidlmektedir °.

Plasmodium falciparum’un gen maniplasyon c¢alis-
malari i¢in dnemli olan piggyBac transpozisyon sistemi
gergeklestirilmistir *°.

Gen manuplasyon calismalari genlerin identifikasyo-
nunda ve fonksiyonlarinin tanimlanmasinda son derece
onemlidir. Bu parazitin transformasyonu gerceklesti-
ginde bir¢ok bilinmeyen biyokimyasal mekanizmasina ve
heniiz kesin olmayan ilag¢ tedavisine ¢oéziimler bulun-
masiI muhtemeldir. Bu noktada bu ¢alisma, gelecekte
yapilacak C. parvum gen transformasyonu calismalari
icin 6n asamayi olusturmasi anlaminda 6neme sahiptir.
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