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SITMA

Sitma, disi anofel cinsi
sivrisineklerin  kan  emerken
konak canliya bulastirdiklari,
Plasmodium parazitlerinin
sebep oldugu tim dinyada
ozellikle de tropikal Ulkelerde
yaygin olarak gorulen, cok eski
caglardan beri bilinen ve her
donemde  toplum  saghgini Anopheles superpictus
onemli boyutlarda tehdit etmis

paraziter bir hastaliktir.




Parazit, esas olarak, karaciger
hiicrelerini ve alyuvarlari tutar.

alyuvarlar

Hastaligin en dnemli belirtisi, tsime, titreme, yuksek ates, bol
terleme ile karakterlenen akut sitma nobetleridir.

Fizik muayene bulgulari arasinda ates ile birlikte tasikardi,
dalak buylmesi ve sarilik gozlenir.



Sitma nébeti U¢ asamada gozlenir.

Usiime titreme ddneminde hasta Usiime
hissi ile ¢eneleri birbirine vurarak titrer, ¥
yuzu soluktur, basi agrir ve midesi '

bulanir. '
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Yiksek ates doneminde hasta artik Gsimez vicudu yanar, yluzu

kirmizi, gozleri parlak ve derisi kurudur. Atesi 40°C’ye cikar,
basi agrir ve dalagi baydur.

Terleme doneminde ise once yuzde, ellerde ve bacaklarda
baslayan ter butiun vicudu kaplar. Ates terleme ile birlikte

normale doner, dalak kaculdr, hasta rahatlar ve normale
doner.



Insanda sitma hastaligini olusturan bes Plasmodium tiru

bulunmaktadir.
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a paraziti Plasmoo!z.

o Plasmodium vivax

o Plasmodium falciparum
o Plasmodium ovale

o Plasmodium malariae
o Plasmodium knowlesi




Plasmodium vivax

Plasmodium vivax, Turkiye ve diinyada en fazla sitmaya neden
olan tlrdur.

Pvivax sitmasi iyi seyirli ve nadir olarak yasami tehdit
etmektedir. Bu nedenle benign sitma olarak adlandirilir.

Pvivax sitmasi Uc¢ ginde bir nobet gosterdiginden tersiyana
sitmasi olarak da adlandiriimaktadir.

Klinigi hafif olmakla birlikte tedavi edilmezse nukslerle
seyretmesi en onemli 6zelligidir.



Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum sitmasi insan sagligini ciddi anlamda
tehdit eden ve esas sitma olumlerinin sebebidir.

Pfalciparum’a bagisikligi olmayan kisilerde hastalik cok
cabuk ilerler ve bazi durumlarda belirtilerin ortaya c¢ikisindan
24 saat sonra hastalar hayatini kaybedebilir.

Bu sitma turtnde ndbetler sirekli atesli bir sekilde veya kotu
nobetler seklinde gorilmektedir. Bu nedenle bu sitma tir
malign yani kétd huylu sitma olarak adlandirilmaktadir.



Plasmodium ovale ,Plasmodium malariae ve P.knowlesi

Povale vyalnizca Bati Afrika ve Pasifik yerlilerinde hastalik
olusturmakta ve bu tur ile enfekte kisilerde hastalik hafif
seyretmektedir.

P.malarige dort glnde bir gelen ndébetlerle seyrettiginden
guartana sitmasi olarak adlandirilmaktadir ve olgusuna pek
rastlanilmamaktadir.

Plasmodium knowlesi Dogu ve Glney Asya boyunca ¢ok genis
bir alanda dagilim gosterir.




SITMANIN DUNYADAKiI ONEMI

Sitma tim dunyada vyaygin bir paraziter enfeksiyon olup
dinyada 3,3milyar insan sitmanin bulasma riskinin oldugu
bolgelerde yasamaktadir.

Her yil dinyada 250 milyon yeni sitma olgusu meydana
gelmekte olup bunlarin yaklasik 1 milyonu élmektedir.

Olimlerin cogu 5 yas alti
cocuklarda goralir.




Diinyada ilk 10 sirada yer alan infeksiyon hastaliklari (Ozcel,1999)

Hastallk Insidans Olitm

Akut Alt Solunum Yol Inf 395 000 000 3 745 000
Tiiberkulozis 7 250 000 2910 000
[shal 4 000 000 2 455 000
HIV/AIDS 5 800 000 2 300 000
Sitma 300 000 000 1 500 000
Kizamik 31 075 000 960 000
Hepatit B 67 730 000 605 D00
Bogmaca 45 050 000 410 000
Yeni dogan tetanozu 415 000 275 000
DIGER 950 000

TOPLAM

17 310 000




Diinya genelinde sitmanin dagilim haritasi (WHO,2009)



Diinya saglik 6rgtttinidn 2009 yili sitma raporuna gore;

2008 yilinda,

Dinya genelinde vyaklasik 243 milyon sitma  olgusu
gozlemlenmistir. Bu olgularin %85’i Afrika Bolgesi, %10’u Gliney
Dogu Asya ve %4’G Akdeniz Bolgesi'nin dogusunda gorulmastur.

Diinya genelinde 863.000 8lim rapor edilmistir. Olumlerin %89’u
Afrika Bolgesi’'nde, %6’si Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde ve %5’i Glney
Dogu Asya Bolgesi’'nde gerceklesmistir.



SITMANIN TURKIYE’DEKI ONEMI

Turkiye’de sitmanin  tarihi cok eskilere dayanmaktadir.
Anadolu’daki eski medeniyetlerin ¢coklsiinde sitmanin 6nemli
bir rolt oldugu bilinmektedir.

Kurtulus Savasi ve izleyen vyillarda, en yaygin olan hastaliklarin
basinda sitma gelmektedir.

Tuarkiye'de sitma kontrol calismalari 1926 yilinda baslatilmis
ancak 1955 yilindan sonra yapilan etkili calismalarla olgu sayisi
1970’te 1263’e kadar dustrulmustar.
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Tiirkiye’de 1926-2002 yillari arasi sitma olgularinin sematik gosterimi




1971’den itibaren, Cukurova ve Amikova da goézlemlenen sitma
olgusu sayisi artmaya baslamistir. 1976 ve 1977 yillarinda salgin
boyutuna ulasmistir. Sirasiyla 37.320 ve 115.512 olgu rapor
edilmistir.

Tekrar yogunlastirilan savas calismalariyla olgu sayilari 1990
yilina kadar dismeye devam etmistir. 1990°'dan 1996’ya, sitma
durumu kritikligini korumustur. Bu stirecte en ylksek olgu sayisi
1994°te, 84.321 ile bildirilmistir.

2007 yilinda ise butun Glkede toplam 313 P. vivax sitma vakasi
rapor edilmistir.
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Tiirkiye’de 2000-2008 yillari arasi sitma olgusu oranlarinin sematik gosterimi




Sitmanin tim diinyada kontrol disina ¢ikmasinin iki temel nedeni
vardir.

Bunlardan ilki, sitma parazitlerinin tek konagi olan anofel cinsi
sivrisineklerin bilinen insektisidlere karsi diren¢c kazanmasi

Ikincisi ise bazi sitma parazitlerinin mevcut antimalarial ilaclara
karsi direnc kazanmis olmasidir.

Antimalarial ilaclara ve insektisidlere karsi olan direng, halk
sagligi alt yapisinin bozulmasi, populasyon hareketleri, politik

kargasalar ve cevresel degisimler sitmanin yayilmasina katkida
bulunmaktadir.



SITMANIN VEKTORLERI

Sitma etkeni olan Plasmodium’lari
sivrisineklerin yalniz Anopheles turleri
insana bulastirirlar.

Anofeller icin  bulasma  kaynagi
kanlarinda gametositleri bulunduran
insanlardir.

Anopheles maculipennis



o Turkiye’de rapor edilen Anopheles cinsi sivrisinegin 13
tlra vardir.

o Baslica hastalik tasiyan turler
An. sacharovi ve An.
superpictus ‘tur.

o Bu turlere ek olarak An.
maculipennis, An. pulcherimus,
An. algeriensis, An. claviger, An.
hyrcanus, An. marteri, An.
multicolour, An. plumbeus ve
An. sergenti de ikincil hastalik
tasiyan turler olarak sayilabilir.




SITMA PARAZITLERININ YASAM DONGUSU

Sitma parazitlerinin yasam donguleri,

omurgasiz anofel cinsi sivrisineklerdeki eseyli Gremenin
goruldigl ve sporozoitlerin  olusturuldugu doénem
(sporogoni)

omurgali konak canlida eseysiz Gremenin goruldigu cinsel
olmayan doénem (sizogoni) olarak iki donemde
gerceklesmektedir.
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PLASMODIUM’LARIN METABOLIZMASI

Sitma  parazitleri tim canlilarin  gereksinim  duydugu
karbonhidratlar, amino asitler, mineraller ve eser elementlere
ek olarak parazitler purin bazlari, nukleozidler, yag asitleri,
sterol ve porfirinler gibi diger maddelere de gereksinim
duymaktadirlar.

Plasmodium’larin metabolik  gereksinimlerinin bluyuk
cogunlugunu konak plazmasindan ve eritrositlerinden
karsiladigi bilinmektedir.



Genom dizi analizi yasam dongulsu evrelerine bakilmaksizin
P.falciparum'un metabolizmasi hakkinda bilgi sahibi olmamizi
saglar.

Plasmodium’larda glikolitik metabolizma icin gereken tim
enzimleri kodlayan genler tanimlanmustir.

Buna gore ongorilen 5268 proteinden 733 tanesi (~“%14)
enzim olarak belirlenmistir. Bunlardan 435’i(~%8) ise Enzim
Komisyonu(EC) tarafindan numaralandirilmistir.



Fruktoz difosfati kodlayan gen saptanamamistir. Bu durum
glikojen ve diger karbonhidrat depolarinin sentezi icin
gereken enzimlerin Uretiminin olmadigini ve bu nedenle
karbonhidrat tretimi olmadigini gosterir.

NADH dehidrogenaz kompleks 1| bilesenlerini kodlayan
genler Pfalciparum genomunda eksik gorinmektedir
(Gardner,2002).



Bu nedenle Plasmodium falciparum’un eritrositik evresinde
sitrik asit dongusu gerceklesmemekte olup sadece glikoliz ile
enerji ihtiyacini karsilamaktadir.

Glikoliz reaksiyonu 6 karbonlu glikoz molekulinin enzimatik
asamalarin ardindan iki piruvat molekiline donustirulmesi
reaksiyonudur.

Tum Plasmodium’larda son Urin olarak laktik asit
olusmaktadir.
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Enolaz Enzimi

Fosfopiruvarat dehidrataz olarak da
bilinen enolaz enzimi 2-fosfogliseratin  , Fighacd ¥
(2-PGA)  fosfoenolpiruvata (PEP) ?%
dénisimanin katalizlenmesinden ™\t i
sorumludur.

Maya enolaz dimeri

Substrat konsantrasyonuna bagli olarak
ters reaksiyonu da katalizler.

Glikoliz veya fermantasyon vyapan tim doku ve
organizmalarda bulunmaktadir.



Enolaz insan kas ve kan hiicreleri gibi cesitli kaynaklardan
izole edilebilir.

Enolaz farkli hicre yerlesimlerinde, ¢cok yonli karmasik bir
protein olarak tanimlanmistir.

Son calismalar gdstermistir ki, cogu patojenik turdn farkl
hiicre tiplerinin htcre duvarlarinda, hlicre zarlarinda ve hiicre
nukleusunda bulunmaktadir.



Plasmodium falciparum’un Enolaz Enzimi

Plasmodium falciparum’un eritrositik evresinde sitrik asit
dongisu gerceklesmediginden sadece glikoliz ile ener;ji
ihtiyacini karsilar.

Parazitin enfekte ettigi hucrelerde glikoliz seviyesi enfekte
olmamis kirmizi kan hicrelerine gore 100 kat daha fazladir.

Bu da enfeksiyonun viicutta ilerlemesi sirasinda hipoglisemi
gorilmesine sebep olur.



Biyokimyasal calismalar gosterir ki sitma parazitlerinin kanda
gerceklesen evrelerinde enolaz yuksek seviyede aktivite
gostermektedir (Roth vd.,1988).

Glikolitik enzimler, Plasmodium’larda enerji Uretimindeki ve
diger fizyolojik fonksiyonlarindaki onemlerinden dolayi
tedaviye yonelik hedeflendirilmislerdir ve antimalarial ilag
uretiminde kullanilmasi amac¢lanmaktadir (Pal-Bhowmick vd.,
2009).

Bu projede, yeni antimalarial gelistirilmesinde kullanilmasi
potansiyelinin dlcilmesi amaciyla Plasmodium vivax'in
glikolitik enzimi olan enolazin klonlanmasi hedeflenmistir.



DENEYSEL KISIM

1. Biyoinformatik Calismasi

Biyoinformatik calismasi icin oncelikle NCBI'dan (National
Center for Biotechnology Information) enolaz geninin
aminoasit dizileri cakistirilacak tirlerin dizileri bulundu.

Bu turler;
Plasmodium vivax
Plasmodium falciparum
Homo sapiens alfa
Homo sapiens beta
Homo sapiens gama’dir.



* Plasmodium vivax enolazin amino asit dizisi (XM _001614421)

/translation="MAHVITRISAREILDSRGNPIVEVDLETINVGIFRAAVPSGASTG
IYEALELRDNDESRYLGKGVQKAIKNINEHIAPKLIGLDCREQKKIDNMMVEELDGSK
NEWCGWSKSKLCGANAILAISMAVCRAGCAAANKVSLYKYLAQLAGKKNDOMVLPVPCLNV
INGGSHAGNKLSFQEFMIVPVGAPNFREALRYGAEVYHT LKSEIRKKKYGIDATNVGDE
GGFAPNILNANEALDLLVSAIXKSAGYEGKVKIAMDVAASEFYQADTKTYDLDFKTPNN
DXSLVKIGAELVNLYIDMVKKYPIISIEDPFDQDDWENYAKLTEAIGKDVQIVGDDLL
VINPTRITKALEXKKACNALLLKVNQIGSITEAIEACLLSQKNDWGVMVSHRSGETEDV
FIADLVVALRTIGQIKTGAPCRSERNAKYNQLLRIEESLGSNALFAGEKFRHQLS"

* Plasmodium falciparum enolazin amino asit dizisi (XM_001347404)

/cranslacion="MAHVITRINAREILDSRGNPIVEVDLETINLGIFRAAVPSGASTG
IYEALELRDNDKSRYLGKGVQKAIXKNINEIIAPKLIGMNCTEQKKIDNIMVEELDGSK
NEWGWSKSKLGANAILAISMAVCRAGAARNKVSLYKYLAQLAGKKSDOMVLPVPCLNV
INGGSHAGNKLSFQEFMIVPVGAPSFKEALRYGAEVYHTLKSEIXKKKYGIDATNVGDE
GGFAPNILNANEALDLLVTAIXKSAGYEGRVKIAMDVAASEFYNSENKTYDLDFKTPNN
DS LVKTGAQLVDLY IDLVKKYPIVSIEDPFDQDDWENYAKLTAAIGKDVQIVGDDLL
VINPTRITHKALEKNACNALLLKVNQIGSITEAIEACLLSQKNNWGVMVSHRSGETEDV
FIADLVVALRTGRIKIGAPCRSERNAKYNQLLRIEESLGNNAVFAGEKFRLQLN"




* Homo sapiens alfa enolazin amino asit dizisi (NM_001428)

Jeranslacion="MSILEIHAREIFDSRGHPIVEVDLEI SEGLEFRAAVPSGASTGIY
EALELRDNDEITRYMGEGVSEKAVEHINKT IAPALVSKELNVIEQEKIDELMIEMDGTEN
KSEFGANAILILGVS LAVCEAGAVEKGVPLYRHIADLAGHSEVILPVPAFNVINGGSHAG
NEKLAMOEFMILPVGAANFREAMRIGAEVYHNLENVIKEKYGKDATNVGDEGGFAPNIL
ENEEGLELLEIAIGKAGY I DEVVIGHMDVAARSEFFRSGEYDLDFESPDDPSRYISPDOL
ADLYESFIKDYPVVSIEDPFDODDWEAWOEFTASAGIOVVEDDLTVINPERIAKAVHE
KSCHNCLLLEVNQIGSVIESLOACKLAQANGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTIGR
IKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEEELGSEARFAGRNFRNPLAK"™

* Homo sapiens beta enolazin amino asit dizisi (NM_001976)

/translation="MAMOKIFAREILDSRGNPTVEVDLHTAKGRFRAAVPSGASTGIY
EALELRDGDEGRY LGEGVLEAVENINST LGPALLOEELSVADQERKVDEFHMIELDGTEN
ESEFGANAI LGV S LAVCEAGRAEKGVEPLYRHIADLAGHPDLILEPVPAFNVINGGSHAG
NELAMOEFMILPVGAS SFREAMRIGAEVYHHLEGVIKAKYGEDATNVGDEGGFAPNIL
ENNEALELLETAIQAAGY PDEVVIGHDVAASEFYRNGKYDLDFESPDDPARHITGEKL
GELYESFIKNYPVVSIEDPFDODDWATWISFLSGVHNIQIVGDDLTVINEERIAQAVEE
KA CHCLLLEVHOIGSVIE S IQACK LA SNGHGVHV SHRSGETEDT FIADLVVGELCT GR
ITGAPCRSERLAKYNQLMRIEEALGDHEATIFAGREFRNPEAR"

* Homo sapiens gama enolazin amino asit dizisi (NM_001975)

/translacion="MSIEKIWAREILDSRGNPIVEVDLYTAKGLFRAAVPSGASTGIY
EALELRDGDEQRYLGHEGVLEAVDHINSTIAPALISSGLSVVEQEKLDNLMLELDGTEN
S FGANAILGVSLAVCEAGAARERELPLYRHIAQLAGNSDLILEPVPAFNVINGGSHAG
NELAMOEFMILPVGAESFRDAMRLGAEVYHTI LEGV IKDKYGEDATNVGDEGGFAPNIL
ENSEALELVEKEAIDKAGY TEKIVIGMDVAASEFYRDGEYDLDFESPTDPSRYITGDQL
GALYQDEVRDY PVVSIEDPF DR DDWAAWSKFTANVGIQIVGDDLTVINPERIERAVEE
KACHCLLLEVNQIGSVIEAIQACKLAQENGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGR
IKTGAPCRSERLAKYNQLMRIEEELGDEARFAGHNFRNPSVL"™




PfENO’nun amino asit dizisinin, amino asit dizisi bilinen diger bazi
ENQO’lar ile karsilastiriimasi

P.vivax

P.falciparum
Homeo sapiens
Homeo sapiens
Home sapisens

P.vivax

P.faleciparum
Home sapiens
Home sapiens
Home sapiens

P.vivax

P.falciparum
Homeo sapiens
Home sapiens
Home sapisens

P.vivax

P.faleciparum
Home sapiens
Homeo sapiens
Homeo sapiens
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Bu amino asitler enzimin Gc¢ boyutlu yapisinda halka
olusturmaktadir ve bu amino asitler olmadig| takdirde
parazitler yasamlarini surdirememektedir.

Uygun inhibitor gelistirilmesiyle enzimin
inaktif hale getirilmesi amaclanmaktadir.

Boylece Plasmodium’lar icin hayati 6neme sahip enolaz
geni inaktif oldugundan Plasmodium’larin yasamlarini
sirdirememeleri beklenmektedir.



2. Materyal ve Yontem

Polimeraz zincir reaksiyonu icin Pvivax Belem soyundan elde
edilen saf genomik DNA kullanilmistir.

Pvivax enolaz enzimini kodlayan genin tasarlanan 5’ucu ve
3’ucu primerleri asagidaki gibidir:

PvENO1 (5’ primeri) : CCG/GAATTC/ATG/GCCCACGTAATTAC
PvENO2 (3’ primeri) : TTTT/CTGCAG/TTA/ACTTAATTGGTGCC



o Pvivax enolaz enzimini kodlayan genin calismalarinda ilk
olarak polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirilmistir.
Reaksiyonlarda Tag DNA polimeraz enzimi, 10x Tag tamponu,

MgCl,, dNTP, dH,0, 5’primeri olan PvENO1 ve 3’primeri olan
PVENQO2 primerleri kullanilmistir.

o Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda cogalmasi 6ngorulen
DNA ornekleri agaroz jelde yurtttulmauastdar.




3. PVENO’nun Amplifikasyonu

PVENO’nun amplifikasyonu uc reaksiyon olarak
gerceklestirilmistir.

Reaksiyonlara baslamadan once PvENO1 ve PvENO2
primerleri sulandirilarak 100uM/ul ana stok yapilmistir. Ana
stoktan 10ul alinip 40ul su ilave edilerek 20uM/ul yapilmistir.



Birinci Reaksiyon

Bu calismada P.vivax DNA 6rnegi (30ug/ml) 1:10 sulandirilarak
3ug/ml seklinde kullaniimistir.

Reaksiyon sartlari asagida verilmistir:

10x Tag Tamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir)
MgCl, 3 ul

dNTP 5 ul

PVENO1 2,5 ul

PVENQ2 2,5 ul

Kalip DNA 1ul (3pg/ml)

Taqg DNA polimeraz 1l

dH,O 30 ul (son hacim 50 pl olacak sekilde)



Oncelikle 95°C’de 5 dakika enzim ilavesi olmadan 6n
denatlirasyon basamagi gerceklestirilmistir Daha sonra
amplifikasyon 94°C’de 2 saniye, 94°C’de 1,5 dakika, 40°C’de 2
dakika, 72°C'de 2 dakika ve 45 dongli olarak
gerceklestirilmistir.

Amplifikasyon sonrasi PCR urinu hazirlanan %1’lik agaroz
jelde  40mA'de 1-1,5 saat slresince vyurutulmastar.
Elektroforez sonrasinda UV transilluminatorinde
gorunttlenmistir.



Birinci reaksiyon sonrasi UV transilluminatorinde ‘
goruntiulenen agaroz jel




Ikinci Reaksiyon

Ikinci reaksiyonda Pvivax DNA 6rnegi sulandirilmamistir ve
konsantrasyonu 30ug/ml olan daha yogun DNA ile
calisiimistir.

Reaksiyon sartlari asagida verilmistir:

10x Tag Tamponu 5 ul (enzim ile beraber verilmistir)
MgCl, 3 ul

dNTP 5 ul

PVENO1 2,5 ul

PvENO2 2,5 ul

Kalip DNA 1 ul (30pg/mil)

Taqg DNA polimeraz 1l

dH,O 30 pl (son hacim 50 ul olacak sekilde)



Oncelikle 95°C’de 5 dakika enzim ilavesi olmadan &n
denatlirasyon basamagi gerceklestirilmistir. Daha sonra
amplifikasyon 94°C’de 2 saniye, 94°C’de 1,5 dakika, 40°C’de 2
dakika, 72°C'de 2 dakika ve 45 dongl olarak
gerceklestirilmistir.

Amplifikasyon sonrasi PCR Grinu hazirlanan %1’lik agaroz jelde
40mA’de 1-1,5 saat suresince vyurutulmuastur. Elektroforez
sonrasinda UV transilluminatorinde goruntilenmistir.



Ikinci reaksiyon sonrasi UV transilluminatériinde goriintiilenen
agaroz jel




Uctinci Reaksiyon

ikinci reaksiyonun da olumsuz sonuc¢ vermesi nedeniyle Uclinci
reaksiyonda Pvivax DNA o6rnegi (30ug/ml) 1:10 sulandirilarak 3pg/ml
seklinde kullanilmistir, kullanilan Pvivax DNA miktari arttirilmistir ve
amplifikasyonun gerceklestirilecegi sicaklik ve stireler degistirilmistir.

Reaksiyon sartlari asagida verilmistir:

10x Tag Tamponu
MgCl,

dNTP

PVENO1

PVENO?2

Kalip DNA

Tag DNA polimeraz
dH,0

5 ul (enzim ile beraber verilmistir)
3 ul
5ul
2,5 ul
2,5 ul
4 ul (3ug/ml)
1 ul
27 ul (son hacim 50 pul olacak sekilde)



Amplifikasyon 95°C’de 3dakika, 95°C’de 30 saniye, 55°C’de 40
saniye, 68°C'de 7 dakika,30 saniye ve 20 dongli olarak
gerceklestirilmistir.

Amplifikasyon sonrasi PCR truni hazirlanan %1’lik agaroz jelde
40mA’de 1-1,5 saat suresince vyuarutulmuastar. Elektroforez
sonrasinda UV transilluminatoriinde gortntilenmistir.



Uclinci reaksiyon sonrasi UV transilluminatdriinde gériinti
agaroz jel

n




SONUCLAR

PVENO’nun klonlanmasi amaciyla Uc reaksiyon

gerceklestirilerek reaksiyon kosullari optimize edilmeye
calisiimistir.

Reaksiyonlarin olumsuz sonuclanmasini PCR bilesenleri, PCR
kosullari ve kullanilan DNA ornegi etkilemis olabilir.

lleride yapilacak calismalarda reaksiyon sartlarinin optimize
edilmesi durumunda olumlu sonuc¢ alinmasi beklenmektedir.
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