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KLONLANMASI, EKSPRESYONU, REKOMBINANT ENZIMIN
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU ve BAZI ANTIBiYOTIKLERIN
BU ENZIM AKTIVITESI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
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Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Bu ¢alismada, insan beyin cDNA’s1 kullanilarak amplifiye edilen karbonik anhidraz V11
(CA VII) geni Escherichia coli (One Shot® Machl™-T1R) susuna klonlandi.
Rekombinant plazmit, koloni PCR ve sekans analizi ile dogrulandiktan sonra protein
ekspresyonu igin Escherichia coli BL21 (DE-3) susuna transforme edildi. 6 saat siirede
izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranozit (IPTG) indiiksiyonu ile CA VII ekspresyonu
gdzlendi. Daha sonra hekzahistidin (6xHis) igeren fiizyon protein Probond™ nikel
selatlayict regineli afinite kolonu kullanarak %48,07 verim ve 7,02 EU/mg spesifik
aktivite ile yaklasik 21 kat saflastirma katsayisiyla saflastirildi. Saflastirilan enzimin
safligin1 kontrol etmek ve molekiil kiitlesini tespit etmek amaciyla SDS-PAGE yapildi.
SUMO-hCA VIl fiizyon proteininin kiitlesi 46,77 kDa olarak belirlendi. Anti-His G-HRP
antikoru kullanilarak yapilan Western blot analizi sonucunda yaklasik 45 kDa’luk fiizyon
protein tespit edildi. Ayrica saflagtirilan rhCA VII enziminin karakterizasyonu yapilarak
enzimin optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, aktivasyon enerjisi,
aktivasyon entalpisi, Q10, Km ve Vmax degerleri belirlendi. Daha sonra saf olarak elde
edilen rekombinant enzim aktivitesi {lizerine bazi antibiyotiklerin etkileri arastirildi.
Inhibisyon etkisi gdsteren antibiyotikler igin Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla Ki
sabitleri ile inhibisyon tipleri tespit edildi.

2018, 142 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz, E. coli, rekombinant protein, enzim saflastirma.



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

CLONING AND EXPRESSION OF HUMAN CARBONIC ANHYDRASE VII
GENE in E.coli, PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT
ENZYME AND INVESTIGATION OF SOME ANTIBIOTICS EFFECTS ON
ENZYME ACTIVITY

Hatice Esra ASLAN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Biochemistry Division

Supervisor: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

In this study, carbonic anhydrase VII (CA VII) was cloned into Escherichia coli (One
Shot® Mach1™-T1R) strain by using cDNA of human brain and successfully expressed.
The integrity of the constructed plasmid was confirmed by colony PCR and it was
transformed into Escherichia coli BL21 (DE-3) strain for protein expression. CA VII
expression was observed by induction of isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)
for 6 hours. Then, the fusion protein containing hexahistidine (6xHis) was then purified
with 7,02 EU/mg of specific activity, 48.07% of purification yield and approximately 21
of purification folds using a Probond™ nickel chelating resin affinity column. SDS-
PAGE was performed to check the purity of the purified enzyme and determine the
molecular mass. The mass of the SUMO-hCA VII fusion protein was determined to be
46.77 kDa. As a result of Western blot analysis using Anti-His G-HRP antibody, fusion
protein was detected approximately 45 kDa. In addition, optimal pH, optimal ionic
strenght, optimal temperature, activation energy, activation enthalpy, Q10, Kyv and Vmax
values of enzyme were determined by characterization of purified rhCA VII enzyme.
Then, the effects of some antibiotics on pure recombinant enzyme activity were
investigated. For antibiotics with an inhibitory effect, inhibition types were determined
with K;i constants using Lineweaver-Burk graphs.

2018, 142 pages
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1. GIRIS

Canli sistemlerde meydana gelen kimyasal tepkimeler enzim denilen biyolojik
katalizorler araciligi ile gergeklesmektedir. Gelisen teknoloji bu biyolojik katalizorlerin
yapilarinin ve islevlerinin aydinlatilmasina olanak saglamaktadir. Buna ek olarak son
yillarda rekombinant DNA teknolojisinin de gelistirilmesiyle bu molekiiller {izerinde
istenilen degisikliklerin yapilmasi sonucunda bu yapilarin daha etkili bir bigimde
kullanilmast amaclanmistir. Ayrica molekiiler tekniklerin gelisimi, dogal ortamda
tiretilen enzimlerden daha yiiksek verimle etki gosteren enzimler iiretilmesini de
beraberinde getirmistir. Uretilen bu enzimler dzellikle saglik alani olmak iizere pek cok

alanda oldukga genis bir kullanim alanina sahiplerdir (Ceylan 2016)

Gelisen modern teknoloji ile desteklenen rekombinant DNA teknolojisi son yillarda
oldukga ilerlemis ve canlilarda meydana gelen kosullarmn in vitro ortamda saglanmasina
olanak tanimistir. Boylece canlilarda meydana gelen yasamsal olaylarin
aydinlatilabilmesi adina yapilan ¢aligmalar 6nemli 6l¢iide hiz kazanmistir. Bu gelismeler
1s1¢inda in vivo ortamda gergeklesen reaksiyonlarin mekanizmalar1 hakkinda bilgi
edinmeye bagli olarak giliniimiizde pek c¢ok hastaligin tedavisi i¢in ilag tasarimi ve bu

ilaglarin gelistirilmesi ¢alismalar1 da hizla artmaktadir (Ceylan 2016).

Giliniimiizde ¢esitli isimlerde gerek genetik, gerek c¢evresel faktorlere dayanan
hastaliklara bagl olarak iiretilen rekombinant enzimler, in vivo islev goren enzimler ile
ayni yap1 ve Ozellikte olduklarindan dolayr bu enzim genlerini klonlanma, enzimleri
iretme ve saflastirma calismalart dogruluk ve giivenilirlik saglamaktadir. Ayrica bu
enzimlerin diisiikk maliyetle ve yiiksek verimle fazla miktarda elde edilmesi ticari agidan

da oldukc¢a 6nem arz etmektedir (Ceylan 2016).



1.1. Karbonik Anhidraz (CA) Enzimi

Karbondioksit (CO2), yasam igin merkezi bir unsur olan karbonun ¢ok kararli bir bigimi
ve atmosferde oldukca bol miktarda bulunan basit molekiillerden biridir. Bu gaz, suyla
reaksiyona girebilir ve kendiliginden bikarbonat ve protonlara doniisen, kararsiz bir
bilesik olan karbonik asit (H2CO3) olusumuna neden olabilir. Ancak 6zellikle birgok doku
ve organizmada fizyolojik pH degeri olan 7,5 veya daha diisiik pH degerlerinde bu
reaksiyon olduk¢a yavastir. Diger taraftan, CO> hidrasyonu daha yiiksek pH degerlerinde
¢ok etkili ve 12’nin {izerindeki pH degerlerinde ise anlik meydana gelir (Supuran 2008;
Alterio et al. 2012).

Tiim yasam siireclerinde olduk¢a Onemli bir molekiil olan ve ¢ogu organizmada da
yiiksek miktarda iiretilen CO2’in, katalizorler tarafindan bikarbonata doniligiimiinii
saglanmaktadir. Bu katalizorler ‘karbonik anhidrazlar’ olarak bilinen enzimlerdir. Tiim
canlt organizmalar metabolik reaksiyonlar sonucunda meydana gelen yiiksek miktardaki
CO2’1 yonetebilmek icin karbonik anhidraz enzimlerine ihtiya¢ duyarlar (Supuran and
Scozzafava 2007; Neri and Supuran 2011; Supuran 2011, 2012; Bertucci et al. 2013).

Karbonik anhidrazlar (CA, karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz E.C. 4.2.1.1), farkh
dokularda farkli miktarlarda hiicresel lokalizasyona sahip farkli izoformlardan olusan
metaloenzimlerin bir ailesidir. Karbonik anhidrazlar, karbondioksitin bikarbonata
katalitik olarak hidrasyonu, solunumu diizenleme, pH, elektrolit sekresyonu, biyosentetik
reaksiyonlar, kemik rezorpsiyonu ve kalsifikasyon gibi bir¢ok fizyolojik siirecte Gnemli
rol oynarlar. Ayrica bu enzimler, inhibitdrlerinin gelistirilmesi ile ditiretik, antiobezite ve

antitimor ilaglar gibi cesitli patolojik yollarla iligkilendirilmektedir (Gitto et al. 2010).

Karbonik anhidraz enzimi viicutta asit-baz dengesinin saglanmasinda 6nemli rolii olan,
hem CO2 molekiiliiniin doniisiimlii hidratasyonunu hemde bikarbonat (HCO3") iyonunun
dehidratasyonunu  katalizleyen, katalitik aktivitesi icin Zn?* iyonu gereken bir

metaloenzimdir. Karbonik anhidraz enziminin en 6nemli gorevi, CO2 ve protonlarin



intraseliiler, ekstraselliiler ve intersellliiler alanlardaki membranlardan transportunu
saglamaktir (Parkkila et al. 2001; Missner et al. 2008; Hassan et al. 2013).

Metaloenzim olan karbonik anhidraz, ¢ok basit fakat olduk¢a 6nemli bir fizyolojik
reaksiyon olan karbondioksitin bikarbonat ve protona hidrolizini katalizler. CA enzimi,
genelde metabolik CO2’nin taginmasini ve birgok dokuda H* ve HCO3™ ‘nin doniistimiinii
saglamaktadir (Aksu et al. 2015; Yildirim et al. 2015).

(0] (e}

ca [ — |

O—Cc—0 + H,O C —~——————— C
HO/ \OH -o/ \OH
Karbondioksit Karbonik Asit Bikarbonat

Sekil 1.1. Karbondioksit’in CA katalizorliigiinde metabolize edilmesi

Canli metabolizmasinin Oonemli metabolitlerinden biri olan CO2, karbonik asit ve
bikarbonat olusumu ile dengededir. Bikarbonat negatif yiikliidiir ve sulu ¢ozeltilerde
¢ozinlrligl yiiksek olmasma ragmen lipitlerde ¢6ziiniirligii oldukga azdir. CO2 sulu
cozeltilerde ve lipitlerde ¢oziiniirliigli yliksek olan bir metabolittir. Bu nedenle CO2 ¢ok
kolay sekilde hem hiicrenin i¢ kismina hem de hiicrenin dis kismima difiize
olabilmektedir. Buna karsin bikarbonat membrani kolaylikla gegemez. Bu nedenle
bikarbonatin 6ncelikle membrandan tasinmasi gerekmektedir. pH:6,3 iizerinde CO, ve
HCOs" arasindaki denge, HCOz™ iyonuna dogrudur ve hiicre iginde ihtiya¢ duyulan CO2
ve HCOs™ konsantrasyonlarinin devam etmesinde sorunlar meydana gelir. Fizyolojik
pH’da CO2’nin HCO3 iyonuna doniisiimii oldukg¢a yavastir ve bu reaksiyonun hizlanmasi
enzim tarafindan katalizlenmeyle gerceklesir. CO2’in HCO3™ iyonuna doniisiimii CO2’in
hiicre i¢inde tutulmasinda 6nemli bir durum olustururken, HCOz™ iyonunun COz’ye
dontigiimii ise bikarbonatin hiicre igine girisini kolaylastirir. Bu amagla kullanilan
karbonik anhidraz enzimi CO, ve HCO3z ’m birbirlerine doniisiim reaksiyonlarini
katalizlemektedir (Smith and Ferry, 2000).



Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi; son altmis yildir yapilan ¢aligmalar
ile aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Bu c¢aligmalarin sonuglarina goére, CA enziminin
metabolizmada olduk¢a Onemli, ¢ozelti ortaminda kararli olan ve uygun sartlar
saglandiginda aktivitesini kaybetmeden uzun siire dayanikliligin1 koruyan o6zelliklere
sahip oldugu anlagilmistir. Ayrica enzim kinetigi hakkinda hCA 1I izoenzimi iizerinde
yapilan spesifik bolgenin mutasyonu ve X-ray kristalografisi ¢calismalarinda da katalitik
mekanizma olduk¢a ayrintili bir sekilde ortaya c¢ikarilmistir. CA izoenzimlerinin
mekanizmalar1 genellikle bu mekanizma ile ayn1 olmasina ragmen, bazi spesifik detaylar
da farkli olabilmektedir. Bu g¢aligsmalar neticesinde, CA enziminin yapisal olarak iki
onemli 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir. Ilki, aktif bolgesinde Zn?* iyonu ve ona
bagl bir hidroksil grubu bulundurmasidir. Ikincisi ise, aktif bolgeye yakin amino asitler,
proton verecek ve proton gradienti olusturacak sekilde diizenlenmislerdir (Yazicioglu
2013).

Katalizde hiz sinirlayici basamak enzimin g¢inko-hidroksit halini olusturan proton
transferi reaksiyondur. CA Il, CA 1V, CA V, CA VIl ve CA IX gibi katalitik olarak ¢ok
aktif izoenzimlerde, bu islem aktif bdlgenin girisindeki histidin aminoasidi tarafindan
yiiriitiiliir (His 64). Bu ayn1 zamanda difiizyon kontrol sinirina yaklasan CA II’nin bilinen
en hizl (kca/Km = 1,5 X 108 Mst) enzimlerden birisi olma nedenini agiklar (Supuran et
al. 2003).

Karbonik anhidraz enziminin hidratasyon reaksiyonlari i¢in turnover sayisi (Kcat)
400,000-600,000 st (Lindskog and Coleman, 1973; Roy et al. 2010) arasindadir. Yapilan
kristal yap1 analizleri baz1 molekiillerin enzimin aktif bolgesine baglanarak reaksiyon
ortaminda enzimin aktif bolgesinde bazi konformasyonel degisikliklere sebep oldugunu,
bdylece proton transfer prosesini kolaylastirdigini ve bu sekilde enzimi aktive ettigi

bildirilmistir (Supuran et al. 2004; Hassan et al. 2013).

Tiim organizmalarda bulunan bir enzim olan karbonik anhidraz (CA) ilk olarak Meldrum
ve Roughton tarafindan sigir eritrositlerinde keyfedilmis ve 1933 yilinda da ilk defa

memeli eritrositinden saflastirilmistir (Supuran and Scozzafava 2001; Tripp et al. 2004).



Daha sonraki yillarda ise, eritrosit (insan, balik, sigan), sigir kemigi ve 16kositleri, sigan
tilkiiriigl, cesitli bitki ve bakteri kaynaklarindan saflastirilan karbonik anhidraz enzimi
ayn1 zamanda da bir¢ok kaynaktan da karakterize edilebilmistir. Memelilerde enzimin
mol kiitlesi ~30 kDa civarinda oldugu bulunmustur (Feldstein and Silverman 1984;
Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002; Beydemir and Giilgin 2004). Ayrica yapilan
bir¢ok farkli caligmada balik solungaglari ve salgi organlar1 yapiminda, kabuklu canlilarin
kabuk yapiminda ve bazi bocek, bakteri ve alglerde enzimin degisik rollerinin oldugu da
ispatlanmistir (Wistrand 1981; Holmes 1997; Chegwidden et al. 2000; Supuran and
Scozzafava 2001).

Eritrositlerin de i¢inde bulundugu pek ¢ok kaynakta pH diizenleyici enzim olarak gorev
alan karbonik anhidraz enziminin, en 6nemlisi asit-baz dengesi olan ¢ok sayida énemli
metabolik rolii vardir. Karbonik anhidrazlar, doku ve organlarin akciger ile arasinda
solunum sirasinda meydana gelen CO> ve bikarbonat ile ilgili dogal olarak meydana gelen
tiim olaylarda, pH ve CO> dengesinde, biyosentetik olarak meydana gelen reaksiyonlarda
(glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi), kalsifikasyonda, elektrolit sekresyonunda,
tiimor olusumunda, kemik rezorpsiyonunda ve bir¢ok diger metabolik durumda gérev

almaktadir (Chegwidden et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2000).

1.2. Karbonik Anhidraz Ailesi

Bir canli tiiriinde ayni reaksiyonu katalizleyen fakat farkli kimyasal yapiya sahip
enzimlere izoenzim adi verilir. Izoenzimlerin aktiviteleri farkli, substrat, kofaktor ve
inhibitorlere kars1 afiniteleri de degisik olabilir (Keha ve Kiihrevioglu 2009).
Izoenzimlerin aminoasit sayr ve swralari, izoelektrik noktalar, elektroforetik

hareketlilikleri farkli oldugu gibi her bir izoenzimin genleri de farklidir (Devlin 2002).

Insanda bulunan farkl1 izoenzimlerin gen yapilar1 belirlenmistir. Bu izoenzimlerin doku
ve organlara gore hayati fonksiyonlarda farklilik gosterdigi saptanmistir. Bu dokular
arasinda akciger, bobrek, gastrik mukoza, goz lensi, tiikriik bezleri, kaslar, sinir miyelin

kilif, pankreas, prostat ve endometrium dokular basta gelmektedir ve bunlarin ¢ogundan



CA enzimi karakterize edilmis ve fonksiyonlar1 belirlenmeye calisilmigtir (Hewett-

Emmett 2000; Sugrue 2000).

CA'lar ilk 6nce 1920'lerin sonunda, hemoliz olmus kandaki karbondioksit ve bikarbonatin
karsilikli dontisiimiinii katalizleyen kirmizi kan hiicrelerinde tespit edilmistir. Bundan
birkag yil sonra, bir enzim oldugu bulunmus ve kirmizi kan hiicrelerinden saflastirilarak
‘karbonik anhidraz’ ad1 verilmistir (Bootorabi 2011). Yapilan ¢alismalarda simdiye kadar
toplam 7 farkli CA siiperfamilyasi oldugu ortaya konulmustur. Bunlar sirasiyla a-, -, y-
, 8-, (-, M-, ve 8- CA enzim siiperfamilyalaridir (Aspatwar et al. 2018) Bu farkli
siiperfamilyalar aktif bolgelerinde kofaktdr olarak Zn?*, Cd?* veya Fe?" gibi farkli metal
iyonlarmi igerirler (Boztas et al. 2015; Scozzafava et al. 2015). a-, B-, y-, 6- ve { -CA’larin
tiimii metaloenzimdir; a-, - ve 8-CA’lar aktif bolgesinde Zn(II) iyonu igerirken, y-CA
muhtemelen Fe(l1) iyonu igerir (fakat Zn(II) veya Co(II) iyonlari ile de aktiftir). g-sinifi
fizyolojik reaksiyonu katalizlemek i¢in Cd(Il) veya Zn(II) iyonu kullanir. Bes enzim
siifinin ii¢ boyutlu yapisi oligomerizasyon durumlarindan dolay: birbirinden oldukg¢a
farklidir: a-CA normalde monomer nadiren de olsa dimerdir, -CA dimer, tetramer veya
oktamer olabilirken y-CA trimer, 98- ve { -CA’lar muhtemelen monomerdir. 6-CA disinda

tim bu enzim smiflar kristallendirilmis ve karakterize edilmistir (Gilmour 2010).

Hayvanlarda daha ¢ok a-CA yaygindir ve omurgalilar tarafindan eksprese edilen tek CA
gen ailesidir. a-CA geni bircok bitki, alg ve bakteride de bulunmasina ragmen, bu
canlilarda B-CA’lar daha baskindir. Ayrica bazi omurgasizlarda da B-CA geni bulunur. y-
CA archaea ve bazi bakterilerde bulunurken o- ve & CA, deniz diatomlarinda

(fitoplanktonlarin en yaygin tipi olan algler) bulunmaktadir (Gilmour 2010).

a-CA siiperfamilyas1t onemli bir sekilde farkli lokalizasyon ve dagilima sahiptir.
Gliniimiize kadar a-CA’nin 16 tane izoenzimi belirlenmistir (Beydemir and Giilgin 2004;
Akincioglu et al. 2013). Coklu CA izoformlarinin kesfi ile arastiricilar memelilerde ek
CA izoformlarin1 tanimlama iizerine yogunlagmislardir. Kinetik 6zellikler, inhibitorlere

duyarlilik, hiicre i¢i konumu ve son zamanlarda molekiiler dizi bilgileri kullanilarak,



memelilerde a-CA izoformlart tanimlanmis ve bu izoformlar arasindaki evrimsel iligki

aragtirtlmistir (Uygun 2012).

Enzimin izoenzimleri yap1 ve gorevlerine gore smiflandirilmistir. CA izoenzimlerinin
hiicredeki lokalizasyonlar1 Sekil 1.2°de sematik olarak gosterildigi tizere (Leppilampi
2006) bu izoenzimlerin bes tanesinin sitozolde (CA I, CA 1l, CA 111, CA VIl ve CA XIII),
bes tanesinin membrana bagli (CA IV, CA IX, CA XII, CA X1V ve CA XV), iki tanesinin
mitokondriyal (CA VA ve CA VB), bir tanesinin salgisal (CA VI) ve ii¢ tanesinin de
nonkatalitik (CA VIII, CA X ve CA XI) oldugu goriilmektedir. Bunlarin haricinde
NonO/p54™® cekirdekte yer alan ve klasik olmayan bir izoenzimdir (Sekil 1.2.) (Supuran
et al. 2003; Beydemir and Giilgin 2004; Goger et al. 2015).

CA VI

NonO/p54"
@ cekirdek

Sekil 1.2. CA izoenzimlerinin hiicredeki lokalizasyonlarinin sematik gdsterimi

Uc izoform; CA VI1II, CA X ve CA XI, katalitik mekanizmanin merkezindeki ¢inko iyonu
ile koordine olan {i¢ histidin biriminin biri veya daha fazlasinin siibstitusyonu nedeni ile
katalitik aktiviteden yoksundur. Bu izoformlar CA-ilgili proteinler (CARP) olarak
adlandirilir ve timii de beyinde (CA VIII diger dokularda) eksprese edilir fakat
fonksiyonlar1 bilinmemektedir. Diger memeli izoenzimleri katalitik aktivite gosterirler ve
hiicre i¢i konumlarina gore iki genis grup altinda siniflandirilirlar. Bu izoformlarin ¢ogu

cesitli dokularda ifade edilirler (Uygun 2012).



Cizelge 1.1. a-CA siiper familyasinin dagilim gosterdigi organ/doku, subseliilar lokalizasyonu,
katalitik aktivitesi ve siilfonamidlere olan ilgisi (Scozzafava and Supuran 2002)

a-CA o Katalitik Siilfonamidlere
izoenzimi Bulundugu Organ/Doku Aktivitesi ilgisi
CA Il Eritrosit, sindirim sistemi ve goz Diisiik Orta
CA Il Bébrekz erlt{OSIt, testis,sindirim glvsteml, Viiksek Cok Yiiksek
beyin, goz, osteoklast ve akciger
CA Il Yag doku ve iskelet kast Cok diisiik Cok Diisiik
CA IV Kalp kasi, bobrek, l3ey1n kllca!'larl, akciger, Orta Yiksek
kalin bagirsak ve goz
CA VA Karaciger Diisiik Yiiksek
CAVB Omurlhk‘, ka}lp kagl, par}kreas.? iskelet kasi, Yiiksek Yiiksek
sindirim sistemi ve bobrek
CA VI Siit bezi ve tiikriik bezi Diisiik -
CAVII Sinir sistemi Yiiksek Cok Yiiksek
CA VIII Sinir sistemi Nonkatalitik -
CA IX Bagirsak mukozasi ve tiimorler Yiiksek Yiiksek
CA X Sinir sistemi Nonkatalitik -
CAXI Sinir sistemi Nonkatalitik -
CA XII Goz, bobrek, epitel fioku, timorler ve ince Diisiik Bilinmiyor
bagirsak
CA XIII Ureme yolu, akciger, bol?rek, sindirim Diisiik Bilinmiyor
kanal1 ve beyin
CA X1V Goz, bobrek, karaciger ve beyin Diisiik Bilinmiyor

Yesil bitkiler, fotosentetik hiicre kloroplastlar1 vasitasiyla, giin 15181 varliginda fotosentez
yapabilmek icin atmosferden karbondioksit kullanilir. Gaz halindeki karbondioksit,
bitkinin yapraklarinda bikarbonat iyonlar1 halinde taginir. Hem kara hem de su
bitkilerindeki CA enzimi, bikarbonat iyonlarinin tekrar karbondiokside doniligsmesini
saglamaktadir. CA’n katalizledigi CO> hidrasyonu digindaki reaksiyonlarin (Cizelge 1.2)
nasil bir fizyolojik oneme sahip oldugu acik degildir. Bu sebeple, sadece 1 nolu
reaksiyonun bu enzimi ilgilendiren fizyolojik dneme sahip oldugu ele alinabilir (Supuran
and Scozzafava 2007). Karbondioksitin bikarbonata doniigiimlii hidrasyonu (Cizelge

1.2’de reaksiyon 1) olan fizyolojik reaksiyonuna ek olarak CA’lar bir¢ok bagka



reaksiyonu da katalizler. Siyanatin karbamik aside (reaksiyon 2) veya siyanamidin {ireye
(reaksiyon 3) hidrasyonu, gem-diollere aldehit hidrasyonu (reaksiyon 4), karboksilik
(reaksiyon 5) ve siilfonik (reaksiyon 6) esterlerin hidrolizi ve daha az incelenen hidrolitik

reaksiyonlar (reaksiyon 7-9) CA’nin katalizledigi reaksiyonlardir (Supuran et al. 2004).

Cizelge 1.2. a-CA tarafindan katalizlenen reaksiyon

Reaksiyon Reaksiyon Tipi

1 0=—C=—0 + H,0 =—> HCO; + H'
O=—C=—NH + H,0 <=—> H,NCOOH
HN=—C=—NH + H,0 <=—> H,NCONH,

RCHO + H,0 <—> RCH(OH),
RCOOAr + H,0 <—> RCHOOH + ArOH
RSO;Ar + H,0 <—> RCSO;H + ArOH
ArF + H,O <=—> HF + ArOH (Ar = 2,4-dinitrofenil)

PhCH,OCOCI + H,O <— PhCH,OH + CO, + HCI
RSO,Cl + H,0=<——>RSO,H + HCI (R =Me; Ph)

© 0O N oo o B~ O w DN

Karbonik anhidrazin en gii¢lii organik inhibitorleri, aromatik veya heteroaromatik
stilfonamidlerdir. Siilfonamidler —SO2NH; fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir.
Karbonik anhidrazi’in gii¢lii inhibitdrlerinden biri olan asetazolamid, gliniimiizde halen
glokom hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir. Oral yoldan kullanimi mevcut olan bu
ilacin fazla oranda yan etkileri bulunmaktadir. Daha az yan etkisi olan ancak etki
mekanizmas1 daha kuvvetli bir ilag molekiilii elde etme amaciyla bir¢ok siilfonamid
tirevi madde sentezlenerek, goz epitelyumunda da bulunan CA II izoenzimi tizerinde
cesitli calismalar yapilmis ve bu maddelerin enzim {izerine inhibisyon etkileri
incelenmistir (Supuran and Scozzafava 2001; Biilbiil et al. 2002). Siilfonamidler ditiretik,
antibakteriyel ve antifungal ila¢ olarak giliniimiizde yaygin bir kullanim alanina
sahiptirler. Bu sebeple diinyanin bir¢ok yerinde degisik laboratuvarlarda farkli ¢alisma
gruplar1 tarafindan yeni siilfonamid tiirevleri sentezlenmektedir. CA 1X ile kanser

dokularinin dogrudan iliskisi oldugu i¢in siilfonamidler kanser teshisinde de
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kullanilabilmektedir. Ayrica antiobezite, antifungal, antibakteriyel ve diiiretik ilag¢ olarak

da CA enzimi inhibitorii olan siilfonamidler kullanilabilmektedir (Supuran et al. 2003).

( \/~ \~ )
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Sekil 1.3. Bazi 6nemli siilfonamid tiirevleri

Siilfamatlar -OSO,NH: fonksiyonel grubuna sahip bilesiklerdir. Onceleri siilfonamidler
sinifina dahil edilen bu bilesikler daha sonra ayr1 bir alt grup olarak adlandirilmistir.
Siilfamatlar giiniimiizde karbonik anhidraz inhibit6rii olmalarinin yani sira antibiyotik,
antiviral ve antikanser ajanidirlar. Siilfamatlar hiperlipidemi ve ateroskleroz tedavisinde
de kullanilmaktadir. Siilfamik asitler, karbonik anhidraz izoenzimleri {izerine inhibisyon
etkileri olan en basit yapili stilfamatlardir. Sonraki ¢alismalarda gesitli aromatik-siilfamat
tirevleri sentezlenerek karbonik anhidraz izoenzimleri iizerine inhibisyon etkileri

incelenmistir (Ahmed et al. 2001; Abbate et al. 2002).

Tanimlanan hCA izoenzimlerinin aragtirmalar sonucunda bir¢ok hastalikla iliskisi oldugu

goriilmiis ve bunlardan CA X ve XI disinda literatiir bilgisine rastlanmamastir.
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Cizelge 1.3. Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalizlemesindeki aksakliklarin sebep
oldugu hastaliklar ve bu izoenzimlerin birbirleriyle olan iliskisi (Alterio et al. 2012)

Izoenzimler Iliskili Oldugu Hastahk
CAI Retinal ve beyin 6demi
Glukoma
CA I Odem
Epilepsi
Mide bulantis1
CA Il Oksidatif stres
Glukoma
CA IV Retinitis Pigmentosa
Felc
CA VA/VB Obezite
CA VI Karsinogenez
CA VII Epilepsi
Norodejenerasyonu
CA VIII
Kanser
CAIX Kanser
Kanser
cAXI Glukoma
CA XI11 Kisirlik
Epilepsi
CA XIV

Retinopati
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1.2.1. Karbonik Anhidraz VI izoenzimi

Karbonik anhidraz VII (CA VII), karbonik anhidraz ailesinin en az arastirilan sitozolik
izoformlardan biridir. Ilk olarak 1991'de bir insan genomik kiitiiphanesinden izole edilmis
ve karakterizasyonu yapilmis olup, diger sitozolik CA'larin lokusu olan 8g21 yerine
16022 tizerinde bulundugu kesfedilmistir. 10 kb uzunlugundadir, 7 ekson ve 6 intron
icermektedir. insan CA II'ye benzer sekilde, insan CA VII karbondioksit hidrasyonu igin
katalizor olarak ¢ok yiiksek etki gostermektedir. Bununla birlikte, insan dokularinda
yaygin olarak bulunan CA Il 'nin aksine, CA VII daha sinirli bir dagilima sahiptir (Monti
et al. 2015).

CA VII geninin amino asit dizisi, sirastyla hCA I, hCA Il ve hCA 111 ile %50, %56 ve
%49 benzerlik gosteren 263 amino asitten olusur. CA VII beyinde yiiksek oranda
eksprese olmaktadir (Vullo et al. 2005). CA VII, Montgomery ve arkadaslari tarafindan
1991 yilinda ilk kez kesfedilmesine ragmen tamamen karakterize edilememisti. CA VI
mRNA’s1 insan tiikiirik bezinde, sican ve fare akcigerinde beyin ndronlarinda tespit

edilmistir (Goniil 2013).

Diger tiim sitozolik CA izoformlarinin aksine, hCA VII aktiflestirilmis p-nitrofenil
esterleri ile esteraz ve fosfataz olarak biiylik 6lgiide etkilidir (Truppo et al. 2012).
Karbonik anhidraz izoenzimi olan hCA VII, oksidatif stres savunma proseslerinde rol
almakta ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna miidahale etmektedir (Angeli et

al. 2018).

hCA VII, karbondioksit hidratasyon reaksiyonu igin katalizor olarak 8,3 x 10" M s'lik
bir keat / Km degeri ile ¢ok yiiksek bir etki gostermektedir (Supuran 2008; Di Fiore 2010).
2010 yilinda Di Fiore ve arkadaslari tarafindan ¢oziilmiis olan hCA VII izoenziminin
kristalografik yapisi katalitik aktivitedeki aktif reziidiilerin roliinii agikliga kavusturmaya

bliylik ol¢iide yardim etmistir.
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hCA VII ve hCA III birgok benzerlik gostermektedir. Ozellikle her iki enzim de
sitozoliktir ve iskelet kasi, karaciger ve beyin gibi yiiksek oksijen tiiketim oranina sahip
dokularda lokalizedirler. Dahasi, diger sitozolik CA izoformlarina kiyasla, her iki enzim
¢ok sayida sistein igermektedir. hCA III, bes tane sistein ve hCA VII dort tane sistein
bulundururken, digerleri (hCA I, hCA Il ve hCA XIII) sadece bir tane sistein bulundurur.
Ayrica, hCA 1III i¢in glutatyonile oldugu bildirilen sisteinlerden biri olan Cys 183, hCA
VII'de de muhafaza edilmistir. Biitin bu hususlar, in vivo olarak hCA VII igin
gozlemlenen S-glutatyonilasyon ile ilgili izoform hCA 111 igin g6zlenen durumda oldugu

gibi in vivo da mevcut olabilecegini kuvvetle gostermektedir (Truppo et al. 2012).

Sekil 1.4. hCA VII yapisinin serit diyagrami (Ugochukwu et al. 2010).

1.3. Rekombinant DNA Teknolojisi

Dogada kendiliginden olugsmas1 miimkiin olmayan, ¢ogunlukla farkli biyolojik tiirlerden
elde edilen DNA molekiillerinin, genetik miithendislik teknikleri ile kesilmesi ve buradan
elde edilen farkli DNA parcalarinin birlestirilmesi islemlerini kapsayan teknolojiye

‘rekombinant DNA teknolojisi’ denir. Bdylece iiretilen bu yeni DNA pargasina



14

“rekombinant DNA (rDNA)” denir. Molekiiler biyolojinin gelismesini saglayan bilgi

birikimi, 1940’lardan 1970’lere kadar rekombinant DNA teknolojisinin temelini

olusturmustur. Werner Arber, Daniel Nathans ve Hamilton Smith’in 1970 yilinda

DNA’y1 kesen restriksiyon endoniikleaz enzimlerini kesfetmeleri rekombinant DNA

teknolojisinin gelisimine Onciiliik etmistir. O zamandan beri rekombinant DNA

teknolojisi olarak da adlandirilan gen miithendisligi teknikleri 6nemli proteinlerin yabanci

konakgida tiretimi igin giiglii bir arag olmus, biyoteknoloji biliminde koklii bir degisime

yol agmistir. Onem kazanan rekombinant proteinler ise bu tekniklerin gelismesinde

onemli rol oynamaktadir (Erdogan 2016).

Kesim Bolgesi

Kesim Bolgesi

AVAVALI T LL

i
1

Restriksiyon

Restriksiyon ) «
i Endoniikleaz H Endoniikleaz

L/

K niill

Sekil 1.5. Restriksiyon niikleazlar kullanilarak rekombinat DNA olusumu

Bir genomdaki binlerce ya da milyonlarca gen igerisinden sadece tek bir genin

ayristirilmasi, tanimlanmasi ve mevcut gen parcasinin klonlanmis DNA pargast olarak

biiyiik

miktarlarda  Uretilmesi, rekombinant DNA

teknolojisi

sayesinde
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gerceklesmektedir. Bu iiriin daha sonraki arastirmalarda tipta ya da endiistride

kullanilmak tizere ayristirilip saflastirilabilmektedir (Erdogan 2016).

1.4. Prokaryotlarda Rekombinant Protein Ekspresyon Sistemleri

Rekombinant proteinlerin ekspresyonu i¢in prokaryotik ve Okaryotik ekspresyon
sistemleri kullanilmaktadir. ilk tercih edilen sistem prokaryotik ekspresyon sistemleridir.
Ciinkii bu sistem ekspresyonun daha ucuz ve ekonomik olmasini saglamaktadir. Ancak
eksprese edilen proteinin kompleks post-translasyonel modifikasyonlar1 gerekli degilse
prokaryot ekspresyon sistemleri kullanilir. Prokaryotik ekspresyon sistemleri arasinda en
yaygin olarak E. coli ve B. subtilis ekspresyon sistemleri yer almaktadur. ilk olarak Itakura
ve arkadaslar1 (1977) tarafindan bir memeli peptid hormonu olan somatostatinin E.coli’de
eksprese edilmesiyle yabanci bir genin prokaryotik hiicrelerde rekombinant olarak
tiretilebilecegi anlagilmistir. Giiniimiizde gram (-) bir bakteri olan E.coli, rekombinant
proteinlerin iiretiminde siklikla tercih edilmektedir. Bunun nedeni {iretiminin ekonomik
olmasi, hizli bir sekilde ¢ogalabilmesi ve genetiginin iyi aydinlatilmis olmasidir (Yin et

al. 2007).

1.5. SUMO Protein Ekspresyon Sistemi

Fiizyon taglar, rekombinant proteinin ya N-terminal ya da C-terminal ucunda bulunarak
proteinin ¢ozlinlirliglini artirirlar. Glutatyon S-transferaz (GST), tioredoksin, maltoz
baglayici protein (MBP), small ubiquitin-modifier (SUMO) gibi filizyon taglar
rekombinant proteinin ¢ozlniirliiglinii artirmaktadir. Hem GST hem de MBP afinite
saflastirma materyali olmast bakimindan arti bir 6zellige sahiplerdir. Rekombinant
proteinlerin ¢6zliniirliigiinii artirmak i¢in birden fazla fiizyon tag kullanilabilir. Fiizyon
taglar, rekombinant proteinden birkag yontemle uzaklastirilabilir. En ¢ok kullanilan
yontem proteazlarla spesifik kesim bolgelerinden rekombinant proteinin kesilmesi
islemidir. Bazi durumlarda fiizyon tag proteinden uzaklastirildigi zaman rekombinant

protein ¢dziinmez hale gelebilmektedir (Waugh 2005).
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SUMO (Small ubiquitin-like modifier), memeli SUMO 1 proteini ile homoloji gosteren,
11 kDa molekiil kiitlesine sahip, Saccharomyces cerevisiae Smt3 proteinidir (Saitoh et
al. 1997). SUMO olarak adlandirilan Smt3 proteini; apoptosis, niikleer transport ve hiicre
dongiisii gibi baz1 hiicresel prosesleri diizenleyen ubiquitin benzeri protein ailesinin bir

tiyesidir (Muller et al. 2001).

Ubikuitin gibi SUMO, hedef proteinin lisin yan zincirine kovalent olarak baglanir.
Ubikuitin modifikasyonunun aksine SUMO modifikasyonu protein degradasyonunu
onleyerek proteinin fonksiyon ve aktivitesinde degisikliklere neden olur. Rekombinant
proteinin ekspresyonunu ve ¢oziiniirliigiinii artirabilir. Ayni zamanda SUMO fiizyon tag,
SUMO proteazla tanima bolgelerinden  kesilerek  rekombinant proteinden
uzaklastirilabilir (Lee et al. 2008).

Rekombinant DNA teknolojisinde yaygin olarak kullanilan plazmitler, DNA klonlama
islemi sirasinda vektor olarak kullanimi i¢in temelde {i¢ bolgeye sahip olacak sekilde
tasarlanir. Bu bolgeler; replikasyon orijini, se¢im i¢in marker gen (ila¢ direng geni) ve

eksojenik DNA fragmentlerinin insort edilebilecegi bolgelerdir.

The Champion™ pET SUMO protein ekspresyon sistemi E. coli’de dogal proteinlerin
ekspresyon ve ifadesine izin veren kiigiik ubikuitin benzeri bir modifiye edici (SUMO;
small ubiquitin-like modifier) kullanmaktadir. SUMO fiizyonlari, rekombinant

proteinlerin ekspresyonunu ve ¢oziiniirliigiinii arttirabilir bir 6zelliktedir.

Klonlama ve ekspresyon vektorii olan pET SUMO 6nemli dzelliklere sahip bir vektordiir.
Vektor Sekil 1.6’da verilmistir. Vektoriin sahip oldugu boélgelerin o6zellikleri su
sekildedir;

a. T7 promotérii: Bu bolge, IPTG ile indiiklendiginde yiliksek oranda ekspresyon

kapasitesine ulagsmaktadir.



17

b. lac operatorii (lacO): Rekombinant proteinin bazal ekspresyonunu azaltan lac

represOriiniin baglanma bolgesidir.

c. Ribozom baglanma bélgesi (RBS): PCR iiriiniiniin etkili translasyonunu saglayan

bolgedir.

d. N-Terminal polihistidin (6xHis) kuyrugu: Rekombinant proteinin kolay bir sekilde

saflastirilmasini ve Anti-HisG antikoru ile tespit edilmesini saglayan bolgedir.

e. SUMO ORF: Rekombinant proteinin ¢oziiniirliigiinii ve ekspresyonunu artirir. Ayrica

SUMO proteaz kullanilarak dogal iiriiniin elde edilmesine olanak saglar.

f. TA Klonlama sitesi: Bu bolge ile amplifiye edilen ve adenin kuyrugu igeren PCR

triini etkili bir sekilde klonlanabilir.

g. T7 Transkripsiyon sonlanma bélgesi: Transkripsiyonun etkili bir sekilde

sonlanmasini saglar.

h. Kanamisin diren¢ bolgesi: Antibiyotik direncinden sorumlu olan bu bolge tim

vektorlerde oldugu gibi hedef geni alan konak hiicrenin secilebilirligine imkan saglar.

i. pPBR322 Replikasyon orijini: E.coli i¢erisinde kopyalama ve onarim faaliyetlerinden

sorumludur.

J. ROP ORF: Diisiik kopya sayili replikasyon i¢in pPBR322 replikasyon orjini ile iliskili
bolgedir.

k. lacl ORF: Ilgili genin transkripsiyonunu baskilamak i¢in T7lac promotdriine baglanan

represorii kodlayan bolgedir.
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SUMO Forward (5539 .. 5561)

T7 Reverse (130 .. 149)

pET SUMO
5642 bp

Sekil 1.6. pET SUMO vektor haritast

121 ATAGGECGCCA GCAACCGCAC CTGETGEECGCC GETGATGCCGE GCCACGATGC GTCCGECGTA GAGGATCGAG ATCTCGATCC

T7 promoiter Isc opearator

r 1 T 1
201 CGCGAAATTA ATACGACTCA CTATAGSGGA ATTSTGAGCG GATAACAATT CCCCTCTAGA AATAATTTTE TTTAACTTTA
HizG epiiopa

RBS Potyhistidine region
1 T 1
281 ACAAGGAGAT ATACAT ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC GG

C C AGC GEC CTE GTG CCG CGEC GGC AGC
Met Gly Ser Ser His His His His His His Gly Ser Gly Leu Val Pro Rrg Gly S

SUMO fusion protein

354 GCT RAGC ATG TOG GAC TCA GARR GTC RAT
Rla Ser Met Ser Rsp Ser Glu Val Rsn

AR GRRE GCT RAG CCR GAG GTC RAG CCR GRR GTC G CCT GRG ACT
Ala Lys Pro Glu Wal Lys Pro Glu Val Lys Pro Glu Thr

TNyl
—

=}

@

-

=4

426 CAC ATC ARAT TTA G GTE TCC GAT GGA TCT TCA GAG ATC TTC TTC ARG ATC AARR ARG ACC ACT CCT TTA AGAR
His Ile RBsn Leu Lys Val Ser Rsp Gly Ser Ser Glu Ile Fhe Fhe Lys Ile Lys Lys Thr Thr Pro Leu Arg
SUMO forward priming site

498 AGG CTG ATG GAR GCG TTC GCT ARR AGR CRAG GGT G GRA ATG GAC TCC TTA I.F-C—.F- TTC TTG TAC GAC GET ATT
Arg Leu Met Glu Ala FPhe Ala Lys Rrg Gln Gly Lys Glu Met Asp Ser Leu Arg Fhe Leu Tyr Rsp Gly Ile

1
570 AGA ATT CAR GCT GAT CAG ACC CCT AR GAT TTG GAC ATG GAG GAT AAC GAT ATT ATT GAG GCT CAC AGR &
Arg Ile Gln Ala Asp Gln Thr Pro Glu Asp Leu Asp Met Glu Asp Asn Asp Ile Ile Glu Ala His Arg Glu

_

642 CRG ATT GGT GGT PCR product PACRACARG CTTAGETATT TATTCGGCGEC ARAGTECGTC GEETGATGCT
GTC TAR CCR CCES TCTETTC GRATCCATAR
Gln Tle Gly Gly

SUMO cleavage site
701 GCCRACTTAG TCGAGCACCA CCACCACCAC CACTGAGATC CGGECTGCTAA CARAGCCCGA ARAGGRAGCTE AGTTGGCTGEC

TT reverse priming site

r 1
781 TGECCACCGCT GAGCAATAAC TRGCATAARCC

Sekil 1.7. pET SUMO vektoriine ait TA klonlama kismi (Champion™ pET SUMO
Protein Ekspresyon kiti, 2010).
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1.6. Blotlama

Elektriksel bir ortamda niikleik asitlerin (DNA ve RNA) veya proteinlerin jel iizerinde
gog ettirilerek molekiil biiyiikliiklerine gore franksiyonlarina ayrilmasi ve sonrasinda bu
franksiyonlarin bir destek tabakaya aktarildiktan sonra niikleik asit veya proteinin

kalitatif/kantitatif miktarinin belirlenmesi teknigine ‘blotlama’ denilmektedir.

Blotlama yontemi kullanilarak 3 ¢esit analiz yapilmaktadir. DNA analizi ‘Southern Blot’
teknigi kullanilarak, RNA analiz ‘Northern Blot’ teknigi kullanilarak ve protein analizi
ise ‘Western Blot’ teknigi kullanilarak gergeklestirilmektedir. Western blot ile proteinler
SDS-PAGE ile (-) yiiklenir ve proteinler arasindaki yiik farki ortadan kalkar. Western
blot teknigi, proteinlerin SDS-PAGE ile molekiil agirliklarina gore jel lizerinde (-)
kutuptan (+) kutuba goc ettirilip, birbirinden ayrildiktan sonra bu durumu takip eden 4

basamak sonunda tamamlanir.
1. Blotlama basamagi: SDS-PAGE ile jelde molekiil biiyiikliigiine gore fragmentlere
ayrilmis proteinler, elektriksel alanda bir membrana transfer edilir.

2. Bloklama basamagi: Membran iizerinde protein bulunmayan bos bdlgelerin

proteinlere karsi ilgisi engellenir.

3. Antikorlarla inkibasyon basamagi: Protein karisiminda ilgilenilen proteine spesifik

antikor ile proteinlerin transfer edildigi membran inkiibe edilir.

4. Goriintiileme basamagi: Antikorla hibridizasyon sonrasi membrandaki proteinlerin
sahip oldugu molekiiler agirlik ve kismi miktarinin belirlenmesi i¢in kemiliiminesans,

floresans, kolorimetrik veya radyoaktif yontemlerden birisi kullanilir (Erdogan vd 2016).

1.7. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bakteriyal enfeksiyonun tedavisinde veya 6nlenmesinde kullanilmaktadir.

Neredeyse tiim antibiyotik siniflar1 ¢evresel mikroorganizmalarda dogal olarak bulunan
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antibiyotiklerin yapisinda olmasina ragmen yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin
cogusu bu dogal yapilarin sentetik tiirevlerindendir. Penisilinin tipta 1942'de
kullanilmasindan bu yana, yiizlerce antibiyotik izole edilerek veya sentezlenerek insan ve
hayvan enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmistir ve giinlimiizde de kullanilmaktadir

(Qiao et al. 2018).

20. yilizyi1ldan beri hizla gelisen ve ilerleyen teknoloji ile antibiyotikler daha da biiyiik
onem kazanmistir. Bu dogrultuda antibiyotikler, modern tarim ve hayvancilik
endiistrilerinde de degisiklige neden olmustur. Enfeksiyon tedavisinde ve saglikli
hayvancilikta yem verimliligini artirmada da antibiyotikler kullanilmistir.
Antibiyotiklerin asir1, gereksiz ve kotliye kullanimi, antibiyotiklere direngli bakterilerin
ve antibiyotiklere direngli genlerin hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasina sebebiyet vermistir.

(Qiao et al. 2018).

Tiim bakterilerde li¢ ¢ogalma devresi bulunmaktadir. Bunlar; yavas gelisme evresi, hizl
gelisme evresi ve dinlenme evresidir. Antibiyotikler, bakterilerin hizli gelisme evresi ve
yavas gelisme evresinde etkilerini gostermektedirler. Bakterilerin oldiiriilmesi etkisi
‘bakterisid etki’ olarak, bakterilerin gelisimi ile iiremesinin durdurulmasi etkisi ise
‘bakteriostatik etki’ olarak tanimlanmaktadir. Bakterisid etkiye sahip olan antibiyotik
gruplarina penisilinler, aminoglikozidler, sefalosporinler, vankomisin, florokinolonlar ve
basitrasin ornek verilirken, bakteriostatik etkiye sahip olanlara ise tetrasiklinler,

makrolidler ve siilfonamidler 6rnek olarak verilebilir (Anonim 2018).

Bunun disinda antibiyotikler, etki spektrumlarina gore de smiflandirilirlar. Bunlar dar
spektrumlu antibiyotikler ve genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Dar spektrumlu
antibiyokler sinifinda; dogal penisilinler, izoniazid, nistatin ile polimiksin ve sentetik ile
semisentetik penisilinler bulunurken, genis spektrumlu antibiyotikler smifinda ise

tetrasiklinler ve siilfonamidler yer almaktadir (Anonim 2018).

Antibiyotikler etkilerini degisik sekillerde gdstermektedirler. Bir bakteri hiicresi tizerinde

etkilerini hiicre duvar1 sentezini engelleyerek, sitoplazmik zarin gegirgenligini bozarak,
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niikleik asit sentezini engelleyerek, ara metabolizmay1 bozarak ve protein sentezini

engelleyerek gosterirler (Anonim 2018).

Hiicre duvarinin sentezini engelleyerek etki gosteren antibiyotikler, penisilin,
sefalosporin ve basitrasin grubu antibiyotiklerdir. Bu antibiyotikler bakteri ¢eperi i¢in

gerekli olan mukopeptid sentezini inhibe ederek etki gosterirler (Anonim 2018).

Bakteri membraninda permiabilite degisiklige ve yikimlara sebep olarak antibakteriyel
etki gosterenler, polipeptidler (polimiksin, kolistin), basitrasin, antiseptik ve
dezenfektanlardir (Anonim 2018).

Siilfonamidler, trimetoprim, siilfonlar, paminosalisalik asit, kinolonlar ve izoniazidler ara
metabolizmanin bozulmasina neden olurlar. Bu yapida olan antibiyotikler bakteriler i¢in

gerekli baz1 maddelerin (folik asit gibi) sentezini engellerler (Anonim 2018).

Bazi antibiyotikler bakterilerde ribozomlarla birleserek mRNA ile yonetilen protein
sentezini inhibe ederek etki gosterirler. Memeli hiicrelerinin ribozomlar1 80S, bakteri
hiicrelerininki ise 70S ozelliktedirler. Bundan dolayr memelilerde protein sentezini
engellemezler. Bu grupta bulunan antibiyotikler tetrasiklinler, ~makrolidler,

aminoglikozidler ve linkozamidler grubu antibiyotikleridir (Anonim 2018).
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N DNA yonetimli RNA|
DA @it Polimeraz
Nalidiksik asit
Siprofloksasin
Novobiyosin

Hiicre Duvari Sentezi

Sikloserin
‘Vankomisin
Basitrasin
Penisilinler
Sefalosporinler
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Karbapenemler

Folik Asit
Metabolizmasi

. A vevv v v Protein sentezi
Trimetroprim pOOOCX XA
Siilfonamidler (30S)
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Streptomisinler
Gentamisin
Kanamisin
Amikasin
Nitrofuranlar

Protein sentezi
(tRNA)

Mupirosin
Puromisin

Rifamisin

Aktinomisin -
Streptovarisin

Protein sentezi
(508)

Eritromisin
Kloramfenikol
Klindamisin
Linkomisin

Sitoplazmik
membran yapisi

Polimiksinler
Daptomisin

. . Hiicre
Sitoplazmik .
Duvari

membran

g J

Sekil 1.8. Baslica antimikrobiyal ajanlarin hedefleri
(*PABA: p-aminobenzoik asit, THF:Tetrahidrofolat, DHF:Dihidrofolat, mRNA:Haberci RNA)

1.8. Deneysel Calismalarda Kullanilan Antibiyotikler

Rekombinant hCA VII enzimi iizerine etkileri incelenen antibiyotiklerin 6zellikleri ve

yapisal formiilleri soyledir:

1.8.1. Ampisilin sodyum

Genis spektrumlu bir antibiyotik olan ampisilin penisilinin yar1 sentetik bir tiirevidir.
Kimyasal formiilii C16H18N3NaO4S olan bilesigin molekiil agirligi 371,387 g/mol’diir.
Ampisilin, bakteri hiicre duvarinin i¢inde bulunan spesifik penisilin baglama
proteinlerine (PBP'lere) baglanip bakterilerinin hiicre duvarlar1 sentezinin tiglincii sathasi
olan son asamasini inhibe eder. Ampisilin, penisilin olarak bilinen organik bilesikler
simifina aittir. Yapisinda li¢ adet halkali yap1 bulunmaktadir. Molekiil yapis1 olarak
aromatik organoheterosiklik bir bilesiktir. Bu bilesik yapisal olarak 2. pozisyonda iki
metil grubu tasiyan bir penam halkas1 ve 6. pozisyonda bir amid grubu ile karakterize

edilen penisilin ¢ekirdek yapist bulundurmaktadir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.9. Ampisilin sodyum molekiiliintin agik formiilii

1.8.2. Piperasilin sodyum

Yar sentetik, genis spektrumlu, ampisilin tiirevli tireidopeniklin antibiyotik tiirtidiir.

Kimyasal formiilii C23H26NsNaO7S olan bilesigin molekiil agirligr 539,537 g/mol’diir.

Polimikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Piperasilin, bakteri hiicre duvarinin

icinde bulunan spesifik penisilin baglama proteinlerine (PBP'lere) baglanip bakterilerin

hiicre duvarlari sentezinin tiglincii safhasi olan son asamasini inhibe eder. Yapisinda dort

adet halkali yap1 bulunmaktadir. Bu bilesik, peptitler olarak bilinen organik bilesik

siifina aittir. Bunlar, birinin karbonil karbonundan bir, digerinin azot atomuna bir

kovalent bag olusturularak iki veya daha fazla amino karboksilik asit molekiiliinden (ayn1

veya farkli) elde edilen bir amid igeren bilesiklerdir. Molekiil yapisi olarak karboksilik

asit ve tiirevleri sinifinin bilesiklerindendir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.10. Piperasilin sodyum molekiiliiniin a¢ik formiili
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1.8.3. Amoksisilin

Ampisilin'e benzer yapidaki genis spektrumlu bir yar1 sentetik antibiyotiktir. Kimyasal
formiilii C16H19N3OsS olan bilesigin molekiil agirlig1 365,404 g/mol, erime noktas1 194°C
ve suda ¢Oziinirligi 3430 mg/L’dir. PB-laktamaz ile par¢alanmaya duyarhdir.
Amoksisilin, bakteri hiicre duvarinda bulunan penisilin baglama proteini 1A'ya (PBP-1A)
baglanir. Penisilinler, laktam halkasini agarak penisiline duyarli transpeptidaz C-terminal
domainini asilatlandirir. Transpeptidaz C enziminin inaktivasyonu, iki dogrusal
peptidoglikan dizisinin bir ¢apraz baginin olusmasini engeller ve bakterilerin hiicre
duvarlar1 sentezinin ii¢lincii sathast olan son asamasini inhibe eder. Amoksisilin,
penisilinler olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir. Molekiil yapisi olarak aromatik
organoheterosiklik bir bilesiktir. Bu bilesik, yapisal olarak 2. pozisyonda iki metil grubu
tagityan bir penam halkasi, benzen halkazina bagli bir hidroksil grubu ve 6. pozisyonda
bir amid grubu ile karakterize edilen penisilin g¢ekirdek yapist bulundurmaktadir

(Anonymous 2018).
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Sekil 1.11. Amoksisilin molekiiliiniin agik formiilii

1.8.4. Sefazolin sodyum

Bakteri hiicre duvar sentezinin engellenmesinden dolayr genis spektrumlu antibiyotik
etkisi olan yar1 sentetik bir sefalosporin analogudur. Kimyasal formiilii C14H13NgNaO4S3
olan bilesigin molekiil agirligi 476,489 g/mol’diir. Yiiksek serum seviyesine ulasir ve
idrar yoluyla hizla atilir. [n vitro testler, sefalosporinlerin bakterisidal etkisinin hiicre

duvar1 sentezinin inhibisyonundan kaynaklandigini ortaya koymaktadir. Bakteri hiicre
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duvarinin i¢inde bulunan spesifik penisilin baglama proteinlerine (PBP'ler) baglanip
bakterilerin hiicre duvarlar1 sentezinin ii¢lincii sathasi olan son agamasini inhibe eder. Bu
bilesik, sefalosporinler olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir. Molekiil yapis1 olarak

aromatik organoheterosiklik bir bilesiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.12. Sefazolin sodyum molekiiliiniin agik formiilii

1.8.5. Sefuroksim sodyum

Sefuroksim B-laktamaza direngli genis spektrumlu sefalosporin antibiyotigidir. Kimyasal
formiilii C16H15N4NaOgS olan bilesigin molekiil agirligi 446,369 g/mol, erime noktasi
218-225°C ve suda ¢ozinirligi 145 mg/L’dir. Gram negatif ve gram pozitif
organizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlar i¢in Onerilmistir. Sefalosporin grubundan
olan sefuroksim, penisilinler gibi bir p-laktam antibiyotiktir. Bakteri hiicre duvarinin
icinde bulunan spesifik penisilin baglama proteinlerine (PBP'ler) baglanip bakterilerin
hiicre duvarlar1 sentezinin ti¢iincii sathasi olan son agamasini inhibe eder. Yapisinda ii¢

adet halka bulunduran aromatik heteropolisiklik bir bilesiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.13. Sefuroksim sodyum molekiiliiniin agik formiilii

.
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1.8.6. Seftriakson sodyum

Seftriakson bakterisidal aktivitesi olan, ¢ok uzun yarilanma Omriine sahip, genis
spektrumlu, sefalosporin grubuna ait bir B-laktam antibiyotigidir. Kimyasal formiilii
C18H16NsNa2,0O7Sz olan bilesigin molekiil agirlhigi 598,53 g/mol ve erime noktasi
>155°C’dir. Seftriakson bakteri hiicre duvarindaki mukopeptid sentezini inhibe ederek
caligir.  Seftriaksonun  B-laktam  kismi, bakteriyel sitoplazmik zar i¢indeki
karboksipeptidazlara, endopeptidazlara ve transpeptidazlara (bu enzimler hiicre duvari
sentezi ve hiicre boliinmesiyle ilgili olan enzimlerdir) baglanir. Seftriakson bu enzimlere
baglanarak hiicre duvarlarinin bozulmasina ve hiicrenin pargalanmasina sebep olur.
Yapisinda dort adet halka bulunduran aromatik organoheterosiklik bir bilesiktir

(Anonymous 2018).
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Sekil 1.14. Seftriakson sodyum molekiiliiniin a¢ik formiili

1.8.7. Sefoperazon sodyum

Sefoperazon B-laktamaza direngli bir tetrazolil kismi1 olan yar1 sentetik genis spektrumlu,
bakterisidal aktiviteye sahip tli¢lincii jenerasyon sefalosporindir. Kimyasal formiilii
Ca2sH26N9NaOsS2 olan bilesigin molekiil agirligi 667,648 g/mol ve erime noktast 188-
190°C’dir. Tiim B-laktam antibiyotiklerinde oldugu gibi, sefoperazon da bakteriyel hiicre
duvarinin i¢inde bulunan spesifik penisilin baglama proteinlerine (PBP'ler) baglanir ve

bakteri hiicre duvar sentezinin {iglincii ve son asamasinin engellenmesine neden olur. Bu
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bilesik, peptitler olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir. Bunlar, birinin karbonil
karbondan baska birinin azot atomuyla bir kovalent bag olusturarak iki veya daha fazla
amino karboksilik asit molekiiliinden (ayni veya farkli) elde edilen bir amid igceren
bilesiklerdir. Bu bilesik organik asitlerin karboksilik asit ve tiirevleri siifindandir.
Yapisinda bes adet halkali yapi bulunduran aromatik heteropolisiklik bir bilesiktir
(Anonymous 2018).
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Sekil 1.15. Sefoperazon sodyum molekiiliiniin agik formiilii

1.8.8. Amikasin siulfat

Amikasin, kanamisin A'dan tiiretilmis yar1 sentetik bir aminoglikozid antibiyotiktir.
Kimyasal formiilii C22H47N5021S2 olan bilesigin molekiil agirligi 781,752 g/mol, erime
noktast 203-204°C’dir. Diger aminoglikozidlere benzer sekilde amikasin, duyarl
organizmalarin 30S ribozomuna baglanarak bakteriyel protein sentezini bozar. Baglanma,
islevsel olmayan veya zehirli peptidlerin iiretilmesine yol agan mRNA baglanmasi ve
tRNA alicis1 bolgeleri ile etkilesime girer. Amikasin, nefrotoksik ve ototoksiktir.
Amikasin gibi aminoglikozitler, geri doniisiimsiiz olarak spesifik 30S altbirim
proteinlerine ve 16S rRNA'ya baglanir. Amikasin, mRNA ile bir baglatma kompleksinin

olusumunu 6nlemek icin 30S ribozomal alt-birime baglanarak protein sentezini inhibe
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eder. Ozellikle amikasin, 16S rRNA'nmn dort niikleotidine ve S12 proteininin tek bir
amino asidine baglanir. Bu, 30S alt biriminin 16S rRNA'sindaki 1400 civarinda
niikleotidi bozar. Baglatma kompleksine miidahale, mRNA'min yanlis okunmasi ve
dolayisiyla da yanlis amino asitlerin polipeptide sokulmasi, islevsiz veya toksik
peptidlere ve polizomlarin islevi olmayan monozomlara ayrilmasina yol agar. Yapisinda
ti¢ adet halkali yapi bulunduran alifatik heteromonosiklik bir bilesiktir (Anonymous
2018).
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Sekil 1.16. Amikasin siilfat molekiiliinlin a¢ik formiilii

1.8.9. Kanamisin siilfat

Kanamisin (kanamisin A olarak da bilinir), oral, intravendz ve intramiiskiiler formlarda
temin edilebilen ve c¢ok ¢esitli enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan bir
aminoglikozid bakteri 6ldiiriici antibiyotiktir. Kanamisin, Streptomyces kanamyceticus
bakterisinden izole edilir ve en sik kullanilan formu kanamisin siilfattir. Kimyasal

formiilii C18H38N4015S olan bilesigin molekiil agirligi 582,575 g/mol’diir. Kanamisin gibi
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aminoglikozidler geri doniisiimsiiz olarak spesifik 30S altbirim proteinlerine ve 16S
rRNA'ya baglanir. Kanamisin, 16S rRNA'nin dort niikleotidine ve S12 proteininin tek bir
amino asidine baglanir. Bu, 30S alt biriminin 16S rRNA'sindaki 1400 civarinda
niikleotidi bozar. Baslatma kompleksine miidahale, mRNA'nin yanlis okunmasi ve
dolayistyla da yanlis amino asitlerin polipeptide sokulmasi, islevsiz veya toksik
peptidlere ve polizomlarin islevi olmayan monozomlara ayrilmasina yol agar. Yapisinda
ti¢ adet halkali yap1 bulunduran alifatik heteromonosiklik bir bilesiktir (Anonymous
2018).
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Sekil 1.17. Kanamisin siilfat molekiiliiniin agik formiilii

1.8.10. Gentamisin siilfat

Gentamisin aminoglikosit siilfatlarla yakindan iligkili genis spektrumlu antibiyotiktir.
Kimyasal formiilii C2:H4sN5011S olan bilesigin molekiil agirhig 575,675 g/mol, erime
noktas1 105°C ve suda ¢oziiniirliigli 100 mg/mL’dir. Gentamisin 16S rRNA'nin dort
niikleotidine ve protein S12'nin tek bir amino asidine baglanir. Bu, 30S alt biriminin 16S
rRNA'sindaki 1400 civarinda niikleotidin yapisini bozar. Bu baglatma kompleksinin
yanlis olmasina ve dolayisiyla mRNA’nin hatali okunmasina sebep olur. Dolayisiyla

yanlis aminoasitler fonksiyonel olmayan veya toksik peptidlere yol agan polipeptide
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sokulur. Sonug¢ olarak gentamisin protein sentezini inhibe etmis olur. Bu bilesik,
aminosiklitol glikozitler olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir. Bunlar, bir
karbohidrat parcasina glikozidik olarak baglanmis bir amikosiklitol kismi igeren organik
bilesiklerdir. Yapisinda {i¢ adet halkali yap1 bulunduran alifatik heteromonosiklik bir
bilesiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.18. Gentamisin siilfat molekiiliiniin a¢ik formiilii

1.8.11. Tobramisin

Streptomyces tenebrarius tarafindan iretilen bir aminoglikozit olan genis spektrumlu
antibiyotiktir. Kimyasal formiilii C18H37NsOg olan bilesigin molekiil agirlig1 467,5145
g/mol’diir. Gram negatif bakterilere Ozellikle de psddomonas tiirlerine kars1 etkilidir.
Ayni tiirden iiretilen nebramisin olarak adlandirilan antibiyotik kompleksinin % 10Tuk
bir bilesenidir. Tobramisin, bakteriyel protein sentezini inhibe ederek 30S ribozomal
altbirimindeki iki aminoglikozid baglanma alaninin birine geri doniisiimsiiz baglanir.
Tobramisin ayrica bakteri membranin1 16S r-RNA'ya baglayarak destabilize edebilir.
Tobramisinin 6nemli hiicre i¢i konsantrasyonunu elde etmek icin bakterilerde
aminoglikozid alimina yonelik bir aktif transport mekanizmasi gereklidir. Alifatik

heteromonosiklik bir bilesiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.19. Tobramisin molekiiliiniin agik formiili

1.8.12. Netilmisin

Netilmisin, gentamisine benzer etkiye sahip, yar1 sentetik aminoglikosit antibiyotiktir.
Kimyasal formiilii C21H41NsO7 olan bilesigin molekiil agirligi 475,587 g/mol ve suda
¢oziunuligi 100 mg/mL’dir. Organizmalardaki protein sentezini, bakteriyel 30S
ribozomal altbirimine baglanarak ve mRNA baglanmasina ve alict tRNA sitesine
miidahale ederek inhibe eder. Netilmisinin bakterisidal etkisi tam olarak anlasilamamuistir.
Netilmisin, 16S rRNA'nin dort niikleotidine ve S12 proteininin tek bir aminoasidine
baglanir. Bu, baglatma kompleksine, mRNA'nin yanlis okunmasina karigsmasina neden
olur. Boylece yanlis amino asitler fonksiyonel olmayan veya toksik peptidlere yol agan
polizom i¢ine sokulur ve polizomlarin islevsel olmayan monozomlara ayrigmasina ve

bakterinin bilylimesi i¢in hayati dnem tasiyan proteinleri sentezleyememesine neden olur.

Aminosiklitol glikozitlerdendir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.20. Netilmisin molekiiliiniin acik formiili

1.8.13. Siprofloksasin

Siprofloksasin genis spektrumlu bir antimikrobik karboksifluorokinolondur. Kimyasal
formiilii C17H18FN30O3 olan bilesigin molekiil agirligi 331,3415 g/mol ve erime noktasi
255-257°C’dir. Siprofloksasinin bakterisidal etkisi, bakteriyel DNA replikasyonu,
transkripsiyon, onarim, iplik¢cik onarimi ve rekombinasyon igin gerekli olan
topoizomeraz Il (DNA giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerinin inhibisyonundan
kaynaklanmaktadir. Oral uygulamadan sonra gastrointestinal sistemden hizla ve iyi
absorbe edilir. Bu bilesik, kinolin karboksilik asitler olarak bilinen organik bilesik sinifina
aittir. Bunlar, kinolin halka sisteminin bir veya daha fazla pozisyonunda bir karboksil
grubu ile ikame edildigi kinolinlerdir. Kinolin karboksilik asit grubundan olup aromatik

heteropolisiklik bir bilesiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.21. Siprofloksasin molekiiliiniin agik formiilii
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1.8.14. Levofloksasin

Bakteriyel DNA girazin siiper-iletkenligini inhibe eden, DNA replikasyonunu durduran
sentetik bir fluorokinolon olan levofloksasin antibakteriyel bir ajandir. Kimyasal formiilii
C18H20FN304 olan bilesigin molekiil agirligi 361,3675 g/mol’diir. Suda ¢6ziinmez.
Levofloksasin, bakteriyel tip II topoizomerazlari, topoizomeraz IV ve DNA giraz"1 inhibe
eder. Diger florokinolonlar gibi levofloksasin, gyrA geni tarafindan kodlanan iki alt birim
olan DNA giraz’in A alt birimlerini inhibe eder. Bu, bakteriyel kromozomda iplik¢ik
kirilmasina neden olur ve DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu inhibe eder. Bu
bilesik, kinolin karboksilik asitler olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir. Bunlar,
kinolin halka sisteminin bir veya daha fazla pozisyonunda bir karboksil grubu ile ikame
edildigi kinolinlerdir. Kinolin karboksilik asit ve aromatik heteropolisiklik bir bilesiktir
(Anonymous 2018).
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Sekil 1.22. Levofloksasin molekiiliiniin agik formiilii

1.8.15. Ofloksasin

Bakteriyel DNA girazin siiper-iletkenligini inhibe eden, DNA replikasyonunu durduran
ve sentetik fluorokinolon olan antibakteriyel bir bilesiktir. Kimyasal formiilii
C18H20FN304 olan bilesigin molekiil agirligr 361,3675 g/mol, erime noktas1 254°C ve
suda ¢oziiniirligi 28,3 mg/mL’dir. Ofloksasin DNA giraz ve topoizomeraz IV {izerine

etki eder. Ofloksasin ilaglar1 inhibe ederek normal hiicre boliinmesini engeller. Bu bilesik,
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kinolin karboksilik asitler olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir. Bunlar, kinolin
halka sisteminin bir veya daha fazla konumda bir karboksil grubu ile ikame edildigi

kinolinlerdir. Aromatik heteropolisiklik bir bilesiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.23. Ofloksasin molekiiliiniin agik formiili

1.8.16. Moksifloksasin HCI

Moksifloksasin sentetik bir florokinolon antibiyotik ajanidir. Kimyasal formiilii
C21H25CIFN3O4 olan bilesigin molekiil agirhigr 437,896 g/mol, erime noktas: 238-
242°C’dir. Moksifloksasin'in bakterisidal (hiicre duvari sentezini inhibe eden) etkisi
topoizomeraz Il (DNA giraz) ve topoizomeraz IV enzimlerinin inhibe edilmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu bilesik, kinolin karboksilik asitler olarak bilinen organik bilesik
smifina aittir. Bunlar, kinolin halka sisteminin bir veya daha fazla konumda bir karboksil
grubu ile ikame edildigi kinolinlerdir. Moksifloksasin aromatik heteropolisiklik bir
bilesiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.24. Moksifloksasin HCI molekiiliiniin a¢ik formiili
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1.8.17. Rifamisin sodyum

Rifamisin, Streptomyces mediterranei tarafindan tretilen dogal bir antibiyotiktir.
Kimyasal formiilii C37HssNNaO12 olan bilesigin molekiil agirligi 719,76 g/mol’diir.
Rifamisin, prokaryotik DNA'ya bagli RNA sentezini ve protein sentezini inhibe eden
yaygin olarak kullanilan bir antimikrobakteriyel ilagtir. Ayrica RNA polimerazin
transkripsiyonu baslatmasini da inhibe eder. Rifamisin, gram-pozitif ve gram-negatif

bakterilere kars1 bir aktivite spektrumuna sahiptir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.25. Rifamisin sodyum molekiiliiniin agik formiili

1.8.18. Vankomisin HCI

Streptomyces orientalis'den elde edilen antibakteriyel bir bilesiktir. Kimyasal formiilii
CesH76Cl3N9O24 olan bilesigin molekiil agirligt 1485,723 g/mol’diir. Bakteri hiicre
duvarii inhibe eden, bobrekler ve i¢ kulak i¢in toksik olan ve ristosetin ile iliskili olan
bir glikopeptittir. Vankomisinin bakterisidal etkisi esas olarak hiicre duvari
biyosentezinin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. Spesifik olarak, vankomisin
peptidoglikan matrisine dahil edildiginden N-asetilmuramid asit (NAM) ve N-
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asetilglukosamin (NAG)-peptid alt birimlerinin birlesmesini engeller. Biiyiik hidrofilik
molekiil, NAM / NAG-peptitlerinin D-alanil-D-alanin terminali terminalleri ile hidrojen
bag1 etkilesimleri olusturabilmektedir. Normalde bu bes noktali bir etkilesimdir.
Vankomisinin D-Ala-D-Ala'ya baglanmasi, NAM/NAG-peptid alt birimlerinin
peptidoglikan matrisine katilmasini 6nler. Buna ek olarak, vankomisin bakteriyel hiicre
membrant gegirgenligini ve RNA sentezini degistirir. Vankomisin ile diger antibiyotikler
arasinda ¢apraz diren¢ yoktur. Vankomisin gram-negatif basiller, mikobakteriler veya
mantarlara kars1 in vitro aktif degildir. Bu bilesik peptit omurgasi tasiyan siklik bir parga
iceren bilesikler olarak bilinen siklik peptitler sinifina ait organik bir bilesiktir

(Anonymous 2018).
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Sekil 1.26. Vankomisin HCI molekiiliiniin a¢ik formiilii

1.8.19. Teikoplanin

Teikoplanin vankomisine benzer bir aktivite spektrumu olan bir yar1 sentetik glikopeptid
antibiyotiktir. Kimyasal formiilii CggHo7Cl2NgOs3 olan bilesigin molekiil agirligi

1879,674 g/mol’diir. Bes bilesik (teikoplanin A2-1 - A2-5) ve dort kiiciik (teikoplanin



37

RS-1 - RS-4) yap1 igeren c¢esitli bilesikler karigimidir. Tiim teikoplaninler, iki
karbonhidratin (mannoz ve N-asetilglukozamin) bagli oldugu kaynagmis bir halka yapisi
olan teikoplanin A3-1 olarak adlandirilan aynmi glikopeptit ¢ekirdegini paylasirlar. Etki
mekanizmasi, bakteri hiicre duvari sentezini inhibe etmektir. Teikoplanin, gram pozitif
bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin profilaksisinde ve tedavisinde kullanilan

bir antibiyotiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.27. Teikoplanin molekiiliiniin a¢ik formiilii

1.8.20. Linkomisin HCI

Streptomyces lincolnensis tarafindan iretilen bir antibiyotiktir. Kimyasal formiilii
C18H35CIN2O6S olan bilesigin  molekiil agirhgr 442,996 g/mol’diir. Linkomisin,

bakterilerdeki protein sentezini, bakteriyel ribozomlarin 50 S alt birimlerine baglanarak
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ve transkripsiyon iizerine peptid bag olusumunu Onleyerek inhibe eder. Genellikle
bakteriostatik olarak kabul edilir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda veya oldukg¢a duyarl
organizmalara kars1 kullanildiginda bakterisidal olabilir. Bu bilesik, prolin ve tlirevleri
olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir. Bunlar, prolin veya amino grubundaki veya
karboksi grubundaki prolin reaksiyonundan kaynaklanan bir tiirevini i¢eren bilesiklerdir.

Glisin hidrojeninin bir heteroatom ile degistirilmesinden olusur (Anonymous 2018).
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Sekil 1.28. Linkomisin HCI molekiiliiniin a¢ik formiilii

1.8.21. Klindamisin fosfat

Klindamisin, gelistirilmis bir yan etki profili nedeniyle linkomisinin yerini biiyiik oranda
alan bir yari1 sentetik ‘linkosamid’ antibiyotiktir. Kimyasal formiilii C18H34CIN20sPS olan
bilesigin molekiil agirligr 504,96 g/mol, erime noktast 142°C ve suda ¢oziiniirligi 30,6
mg/L’dir. Klindamisin bakteriyel 50S ribozomal altbirimlerine baglanarak bakteriyel
protein sentezini inhibe eder. Spesifik olarak, oncelikle 23s RNA altbirimine baglanir.
Organizma ve ila¢ konsantrasyonuna bagli olarak bakteriostatik veya bakterisidal olabilir.
Klindamisin, ciltte serbest yag asidi konsantrasyonlarini azaltir ve yag bezleri ile
folikiillerde bulunan bir anaerob bakteri olan Propionibacterium acnes (Corynebacterium
acnes)’in biiylimesini baskilar. Bu bilesik, prolin ve tiirevler olarak bilinen organik bilesik

siifina aittir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.29. Klindamisin fosfat molekiiliiniin agik formiilii

1.8.22. Ornidazol

Kimyasal formiilii C7H10CIN3O3 olan bilesigin molekiil agirligi 219,625 g/mol erime

noktast 84-90°C’dir. S5-nitroimidazolde 1 ve 2 pozisyonlarinda sirasiyla 3-klor-2-

hidroksipropil ve metil gruplar1 bulunduran nitro bilesigidir. Protozoal enfeksiyonlarin ve

anaerobik bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Sentezi, asit katalizor

kosullart altinda 2-metil-nitroimidazol ve epiklorohidrin arasinda dogrudan bir

reaksiyondur. Nitroimidazol ailesinin bir iiyesidir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.30. Ornidazol molekiiliiniin a¢ik formiilii
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1.8.23. Metronidazol sodyum

Kimyasal formiilii CeHgN3NaOz olan bilesigin molekiil agirligr 193,138 g/mol erime
noktast 160,5°C ve suda c¢oziinlirliigii 9500 mg/L’dir. Metronidazol bir 6n ilagtir.
Metronidazol, anaerobik bakteriler icin selektiftir, ¢linkii bunlar hiicre i¢i olarak
metronidazoli aktif formuna indirgeme yetenegine sahiptir. Bu azaltilmis metronidazol
daha sonra kovalent olarak DNA'ya baglanir, sarmal yapisini bozar, bakteri niikleik asit
sentezini inhibe eder ve bakteri hiicresi 6liimiine neden olur. Bu bilesik nitroimidazol
olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir. Bunlar, bir nitro grubu tasiyan bir imidazol

halkasi igeren bilesiklerdir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.31. Metronidazol sodyum molekiiliiniin a¢ik formiilu
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidrazlar (CA), karbondioksitin geri doniisiimlii hidrasyonunu katalize eden
¢inko igeren metaloenzimlerdir. CA'lar ilk olarak 1920'lerin sonunda, hemolize edilmis
kandaki karbondioksit ve bikarbonatin karsilikli doniisiimiinii katalizleyen kirmizi bir kan
hiicresi maddesinde tanimlanmistir. Bundan birka¢ yil sonra bir enzim oldugunun
anlasilmasinin ardindan da kirmizi kan hiicrelerinden arindirilmig ve karbonik anhidraz

ad1 verilmistir (Bootorab1 2011).

CA'lar, canli sistemlerde 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip fonksiyonlar: bulunan her
yerde bulunan enzimlerdir. Ayrica farkli hiicresel yerlesimlere sahip olmalarinin yaninda
dokularda farkli oranlarda dagilim gostermektedirler. CA'lar a-, -, y-, 6-, -, n- ve 6- gen
ailelerinden olusmaktadir. Bunlardan a-CA'lar, hayvanlarda, bitkilerde, yesil yosunlarda
(Chlamydomonas), bazi faydali bakterilerde ve ayrica bazi viriislerde bulunurken, B-
CA'lar ise bazi bakterilerde, bitkilerde ve Obakterilerde bulunmaktadirlar (Bootorabi
2011).

CA'larmn tiim canli organizmalarda mevcut oldugu diisiiniilmektedir ve bilinen en etkili
enzimler arasndadirlar. a-CA'lar, pH homeostazi, solunum, glikoneogenez, iyon
taginmasi, kemik rezorpsiyonu, bobrek asitlenmesi ve beyin omurilik sivis1 ve gastrik

asidin olusumu gibi ¢esitli biyolojik siireclerde yer alirlar (Bootorab1 2011).

CAIL,CAIlL CAIlll, CAIV,CAVA CAVB,CAVI, CAVII, CAVII, CAIX, CAX,
CA XI, CA XII, CA XIlIl, CA XIV ve CA X olmak iizere 16 enzimatik {iyeden olusan
memelilerde karakterize edilmis CA enzimlerinin timii o-CA ailesine aittir. Insan
viicudunun dokularinin ¢ogu, en az bir adet a-CA izoenzimi igerir. Sitoplazmik,
membrana bagli, mitokondrial ve salgi formu olmak i{izere memelilerde tanimlanmis 16
izoenzim mevcuttur. Ayrica, CA enzim ailesine ait ancak aktif bolge boslugundaki eksik
histidin artiklar1 nedeniyle CA katalitik aktivitesinden yoksun ii¢ karbonik anhidrazla
ilgili proteinlerde (CARP) mevcuttur (Bootorabi 2011).
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Cizelge 2.1. hCA ve mCA'larin kinetik 6zellikleri ve hiicre i¢i lokalizasyonlart (Hilvo et
al. 2008)

izoenzim Keat (571 Keat/ Km (M-1s1) Lokalizasyon
hCA | 2,0x10° 5,0x10’ Sitozolik
hCA Il 1,4x10° 1,5x108 Sitozolik
hCA Il1I 1,3x10* 2,5x10° Sitozolik
hCA IV 1,1x10°8 5,1x10’ Membrana bagl
hCA VA 2,9x10° 2,9x10’ Mitokondrial
hCA VB 9,5x10° 9,8x10’ Mitokondrial
hCA VI 3,4x10° 4,9x107 Salgisal
hCA VI 9,5x10° 8,3x10’ Sitozolik
hCA IX 1,1x10°8 1,5x10°8 Membrana bagl
hCA XII 4,2x10° 3,5x107 Membrana bagl
mCA XIlII 1,5x10° 1,1x10’ Sitozolik
hCA XIV 3,1x10° 3,9x10’ Membrana bagl
mCA XV 4,7x10° 3,3x10’ Membrana bagl

(h: insan, m: fare)

Karbonik anhidrazlar, ¢esitli temel fizyolojik siire¢lerde yer aldigindan dolayr birgok
doku ve organda yaygin olarak bulunmaktadir. Dolayisiyla, diizensiz ifadeleri ve / veya
anormal aktiviteleri Onemli patolojik sonuglar dogurabilmektedir. Bu nedenle,
biyomedikal uygulamalarla inhibitorlerin veya aktivatorlerin tasariminda hedef olarak

hCA fizerine son yillarda artan bir ilgi s6z konusudur (Supuran 2008; Alterio et al. 2012).

Karbonik anhidrazlar fizyolojik a¢idan olduk¢a dnemli enzimlerdendir. CA’lar pek gok
dokuda asit-baz dengesini saglayarak pH diizenleyici enzim olarak karakterize
edilmislerdir. Bunun yani sira iire sentezi, lipogenez, glukoneogenez, gibi biyosentetik
reaksiyonlarda gorev almalarina ek olarak kalsifikasyon, tiimor olusumu gibi birgok
fizyolojik ve patolojik olayda da gorev almaktadirlar. Olduk¢a onemli fizyolojik ve
patolojik siire¢lerde gorev almasinin sonucu olarak 6dem, glokom, obezite, kanser,

epilepsi, osteoporozis ve alzheimer gibi gesitli hastaliklarin tedavisinde CA inhibitorleri
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yada aktivatorleri potansiyel tedavi edici hedefler olarak goriilmektedir (Akkemik vd
2017) .

Karbonik anhidraz aktivitesi lizerine simdiye kadar bircok bilesik tasarlanmis ve
sentezlenmistir, cogunun CA hedefi igin iyi bir yakinlik gostermesine ragmen bunlar
belirli bir izoform igin segicilikten yoksun olduklari i¢in optimal ilag olmaktan uzaktirlar.
Bu nedenle, izoenzime 6zgii CA inhibitorlerinin gelistirilmesi halen 6nemli bir durumdur.
Buna yonelik farkli o-CA izoenzimleri ve a-CA/inhibitor kompleksleri iizerine ¢ok
sayida X-1s1m1 kristalografik ¢aligmalari son zamanlarda bu alanda yeni firsatlar
saglamakta ve daha secici enzim inhibitorlerinin rasyonel ilag tasarimi i¢in molekiiler

bazlar sunmaktadir. (Alterio et al. 2009; Alterio et al. 2012).

CA | enzimin primer sekansi 1972-1974 yillar1 arasinda kesfedilmistir. Daha sonra 1990
yilinda Lowe ve arkadaslari, CA I gen kodlamasmin 22 boélgesinde kromozom 8
tizerinde konumlandigini bulmuslardir (Lowe et al. 1990). Yapisal agidan CA 1, 260
kalintidan olugsmus 30 kDa'lik tek bir zincirdir. CA | eritrositlerde bol miktarda
bulunmasinin yaninda bdbrekler, gastrointestinal sistem (6zellikle kolon), akcigerler,
beyin ve gozler gibi viicudun diger bolgelerinde de bulunmaktadir (Supuran and De

Simon 2015).

Karbonik anhidraz | (CA 1), insan eritrositlerinde, ince ve kalin bagirsakta, pankreatik
adacik hiicrelerinde, adrenal bezin zona glomerulosa'sinda, epidermiste ve derideki kilcal
damarlarin endotel hiicrelerinde bulunan bir sitozolik izoenzimdir. insan CA | kodlayan
gen, 8913-q22 iizerindedir. CA I’in dogustan eksikliginin klinik bir sonucu yoktur, ¢linkii
CA | geninde homozigot mutasyona sahip ve eritrositlerinde neredeyse hi¢ CA | geni

bulunmayan klinik bulgulu bireyler bulunmamaktadir (Adeva-Andany et al. 2015).

CA I farkl1 patolojik siireglerde yer almaktadir. Eritrositlerdeki CA | aktivitesinin azalisi,
bazi anemi ve kronik asidoz tiirleri ile iligskilendirilmistir (Gambhir et al. 2007). Gao ve
arkadaglar1 diyabetik retinopati gibi goz hastaliklarinin yiiksek diizeyde CA 1 ile iliskili
oldugunu bildirmislerdir (Gao et al. 2007; Alterio et al. 2012).
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Karbonik anhidraz Il (CA 1I), CA | ve CA Ill'e kiyasla karbondioksit hidrasyon
reaksiyonu igin daha hizli katalitik oram1 gdsteren bir sitozolik izoformdur. Insan
dokularinda CA Il, gastrointestinal sistem, hepatik safra kanallar1, pankreas kanali, safra
kesesi, parotid ve submandibular bezler, ter bezleri, adrenal bezin zona glomeriilosa
hiicreleri, hipofiz kortikotroflari, bébrek tiibiiliiniin epitelyumu, adipoz doku, Kas,
epidermis ve bobrek peritubular kilcal damarlar1 ve dermisin endotel hiicrelerinde yaygin
olarak bulunmaktadir. insan beyninde CA |l oligodendrositler ve koroid pleksus
epitelinde lokalizedir. CA II, 8q22 bandinda kodlanmistir (Adeva-Andany et al. 2015).

pH:7,5 ve 20°C’de keat : 1,40 X 10% s Keat / Km: 1,50 x 108 Mt s1 degerlerine sahip
hCA 1l, CO. metabolitinin proton ve bikarbonata doniistiiriilmesi durumunda oldukga
yiiksek katalitik aktivite gostermekte ve kanda fazla miktarda bulunmaktadir (Supuran
2008; Neri and Supuran 2011; Alterio 2012; Supuran 2012). Insanlar dahil tiim
memeliler, karbonik anhidrazin kanda bulunan iki izoformu olan ve toplam
konsantrasyonu ~0,2 mM olan CA | ve CA Il izoenzimlerini bulundururlar (Ridderstrale
et al. 2002). hCA II'nin katalitik aktivitesi, hCA I'in katalitik aktivitesinden kiyasla ¢ok
daha yiiksektir. Ayrica hCA I plazmada bulunan kloriir ve bikarbonat tarafindan da inhibe
edilmektedir (De Simon and Supuran 2012).

Karbonik anhidraz III'in (CA 111) katalitik aktivitesi, karbondioksit hidratasyonu i¢in
nispeten zayif bir katalizor olan ti¢ izoformun arasinda (CA | - CA Il - CA 1l1) en diisiik
seviyededir. CA III, ¢ogunlukla insan iskelet kasinda bulunmaktadir. Ancak kirmizi
hiicreler, koroid pleksuslar ve 3T3 adipositlerinde de tespit edilmistir. CA 111 kodlama
bolgesi 8q13-9222°dir (Adeva-Andany et al. 2015).

Karbonik anhidraz 1V (CA 1V) plazma membraninin dig tarafina bir
glikosilfosfatidilinositol bagiyla tutturulmustur. CA IV, yiiksek aktiviteli bir izoenzim
olarak CA II'ye benzemektedir. CA 1V, insan kolonik enterositlerde, safra kesesi epitel
hiicrelerinde, safra kanallarinda, pankreas borularinda, tiikriik bezlerinde, proksimal

bobrek tiiblinde, iskelet kasinda, diiz kaslarda ve pulmoner mikrovaskiiler sistemin
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endotel hiicrelerinde tespit edilmistir. CA IV kodlayan insan CA 1V geni, kromozom
17923'e bulunmaktadir (Adeva-Andany et al. 2015).

Karbonik anhidraz VA (CA VA) ve karbonik anhidraz VB (CA VB) izoenzimleri
mitokondrial ag ile siirlandirilmistir. CA VA insanlarda karacigerde eksprese olurken,
CA VB, karacigerde goriilmeyen ancak pankreas, tiikriik bezi, bobrek, omurilik, iskelet
kas1 ve kalp kasinda bulunan daha genis bir dagilim gosterir. CA VA geni, insan
kromozomunda 16qg24.3 iizerinde lokalizeyken, insan CA VB geni Xp22.1 iizerinde
lokalizedir (Adeva-Andany et al. 2015).

Karbonik anhidraz VI (CA VI), hidrataz reaksiyonunda insan CA II'den daha diisiik
enzimatik aktivite gdsterir. Insan CA VI, parotid ve submandibular tiikriik bezleri ve
ekzokrin pankreas gibi ekzokrin bezlerin asiner hiicrelerinde yliksek oranda eksprese
edilir. Ayrca, CA VI tiikriikte de tespit edilmistir. Insan CA VI kodlayan gen, kromozom
1p36.22-33 iizerinde lokalizedir (Adeva-Andany et al. 2015).

Karbonik anhidraz V11 (CA VII), insan tiikiiriik bezlerinde ve hipokampusta ifade edilen
bir sitozolik izoenzimdir. Ancak diger dokularda dagilimi bilinmemektedir. Insan CA VII

geni, kromozom 16g21-23 iizerinde lokalizedir (Adeva-Andany et al. 2015).

Karbonik anhidraz IX (CA IX) insan gastrik mukozasinin epitel hiicrelerinde, ince ve
kalin bagirsagin enterositleri, pankreatik kanallar ve safra kanallarinda saptanmistir. CA
IX kodlayan insan geninin yeri tam olarak tespit edilememistir (Adeva-Andany et al.
2015).

CA IX ve XllI izoenzimleri, kanserlerle iliskili membran CA'lar1 olarak bilinmektedirler.
Her iki izoenzim, gastrointestinal mukoza gibi ¢cok sinirli sayidaki normal dokularda da
goriilmistiir. Ayrica genetik arastirmalarda CA X ve CA Xl izoenzimlerinin timor
hiicrelerinde pH diizenleyici enzimler olarak énemli rollerinin oldugu 6ne siiriilmiistiir

(Oztaskm et al. 2017).
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Karbonik anhidraz XII (CA XII), CA IV'in karbonik anhidraz aktivitesinin yaklasik
altida birine sahip bir transmembran proteindir. CA XII, insan pankreas kanallarinda,
tiikkriik bezlerinde, bobrek tiibiinde ve kalin bagirsagin enterositlerinde tespit edilmistir.
CA XII kodlayan gen, 15g22°de lokalizedir. insan CA XII genindeki homozigot
mutasyonlar, terleme zaman zaman goriilebilen tuz ¢okeltileri ile hiperhidroz ve tuz
tilketimiyle karakterize otozomal resesif bir sendroma neden olur. CA XII eksikligi
bulunan hastalarda, ter, hiponatremi, hipokloremi, diisiik tiriner sodyum atilimi, yiiksek
plazma renin aktivitesi ve aldosterondaki kloriir konsantrasyonunun arttigi gériilmektedir

(Adeva-Andany et al. 2015).

Karbonik anhidraz X111 (CA XIllI), insan CA | ve CA V izoenzimlerine benzer ve orta
katalitik aktiviteye sahip oldugu diisiiniilen sitozolik bir izoenzimdir. CA XII1 insan testis,
prostat, yumurtalik, uterus, tiikriik bezleri, timus, bobrek, ince bagirsak, kolon ve dalak
toplama kanallarinda bulunmaktadir. insan CA XIII geni, 8q21.2 iizerinde lokalizedir
(Adeva-Andany et al. 2015).

Karbonik anhidraz X1V (CA XIV), CA IV'e benzer sekilde bir glikosil-fosfatidil-inositol
lipid ¢apasi vasitasiyla plazma membraninin dis yiizeyine baglanmis olan bir membrana
bagl proteindir. CA XIV enzimatik aktivitesi, CA II'ye kiyasla diisiiktiir. CA X1V, insan
kalp, beyin, omurilik, karaciger ve iskelet kasinda tespit edilmistir. Insan kolonunda, ince
bagirsaginda, bobreginde ve idrar kesesinde diisiik fakat onemli seviyelerde tespit
edilmistir. CA X1V geni, 1921 kromozomu iizerine bulunmaktadir (Adeva-Andany et al.
2015).

Insanlarda membrana bagl izoenzim karbonik anhidraz XV (CA XV) kodlayan gen,
islenmemis bir psddojendir ve bu nedenle insan dokularinda CA XV yoktur. insan CA
XV geninin ¢ kopyasi, 22q11.21 iizerinde tanimlanmistir (Adeva-Andany et al. 2015).

Bir karbonik anhidraz domaini olan ancak katalitik aktivitesi olmayan CA VIII, CA X ve
CA X1 membran proteinleri denilen, karbonik anhidrazla ilgili proteinler vardir. 8q

kromozomundaki CA VIII genindeki mutasyonlar, serebellar ataksi ve mental
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retardasyon sendromuna neden olur. Karbonik anhidrazla ilgili proteinler, protein
ataksin-3'tin anormal oldugu konjenital bir hastalik olan spinoserebellar ataksi tip 3

(Machado-Joseph hastaligi) patogenezinde rol oynayabilir (Adeva-Andany et al. 2015).

Karbonik anhidraz izoenzimleri bakteriyel kaynakli kalsifikasyon, spikiiller olusumu ve
kabuk olusturan hayvanlarda kabuklarin olusturulmasi da dahil olmak iizere bir¢ok
biyolojik sistemin kalsifikasyon siireglerinde yer alirlar (Dhami et al. 2014; Ramanan et
al.2010)

CA inhibitorleri baslangicta diliretik ve anti-glokom ilaglar1 olarak kullanilmis ancak
yakin ge¢miste kanser, obezite ve epilepsinin tedavisi de dahil olmak iizere diger klinik

uygulamalarda da etkisi kesfedilmistir (Villalba et al. 2016).

In vitro arastirmalar, karbonik anhidraz izoenzimlerinin, kalsiyum karbonat (CaCO3)
olusumunu tesvik ederek kire¢ olusum siireclerine katilip karbonik anhidraz inhibitorii
asetazolamidin eklenmesinin ardindan kalsiyum karbonat olusumunda gozle goriiliir bir
azalmanin goézlendigini gostermektedir. Ayrica kalsiyum karbonat {iretiminin
asetazolamid tarafindan inhibisyona duyarli karbonik anhidraz izoenzimlerine bagl

oldugunu géstermistir (Mirjafari et al. 2007; Ramanan et al. 2009; Ramanan et al. 2010).

Daha onceden yapilan ¢alismalarda, ¢esitli enzimlerin pPET SUMO ekspresyon sistemi
kullanilarak klonlanma ve ekspresyon ¢alismalari yapilmistir. Ornegin, Ceylan 2016
yilinda yapmis oldugu bir ¢aligmada, insan beyin AchE cDNA’s1 pET SUMO vektoriine
klonlayip daha sonra protein iiretimi gergeklestirmistir. Olusturulan rekombinant
konstrakti ¢apraz PCR ile dogrulamistir. Elde ettigi rekombinant klonu Escherichia coli
BL21 (DE-3)’de ifade ettirmistir. Izopropil p-D-1-tiyogalaktopiranozit (IPTG)
indiiksiyonu ile iiretilen hekzahistidin (6xHis) kuyruguna sahip fiizyon proteinini nikel
(Ni?*) afinite kromatografisi ile saflastirmistir. Anti-His G-HRP antikoru kullanilarak
yaptigi Western blot sonucunda yaklasik 90 kDa’luk fiizyon proteini tespit etmistir.
Ellman metodu ile yapilan aktivite deneylerinde optimum sonu¢ pH:9,0 Glisin-NaOH
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tamponunda, oda sicakliginda elde etmistir. Rekombinant enzime ait Kv ve Vmax

degerlerini sirast ile 0,63 mM ve 0,69 EU/mL olarak bulmustur.

Bir baska ¢alismada, yine pET SUMO ekspresyon vektoriinii kullanilarak insan karbonik
anhidraz Il (hCA 1) enzimi E. coli'de eksprese edilmis ve tiretilen rekombinant enzim,
nikel (Ni*?) afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Rekombinant hCA 11
enziminin hidrofobik kismindaki Trp 209 aminoasiti, bolge yonelimli mutagenez yontemi
ile dort farkli amino asit (Val, Leu, Ile ve Pro) ile yer degistirilmistir. Daha sonra bu

mutagenez islemlerinin enzim aktivitesi iizerindeki etkilesimleri incelenmistir (Kilig et

al. 2017).

Demir 2014 yilinda yaptig1 bir calismada, PON1 enzimini, insan karaciger dokusundan
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak Escherichia coli BL21 (DE-3) hiicresinde
iiretti. SUMO-hPON1 enzimini nikel (Ni*?) afinite kromatografisi kullanilarak dogal
sartlarda %93,5 verim ve 226,88 EU/mg spesifik aktivite ile 17,12 kat saflastirma
katsayisiyla saflastirdi. SUMO-hPON1 enziminin kiitlesini 51,52 kDa olarak belirledi.
Inkliizyon cisimciklerinin saflastiriimas1 ve refolding islemi gerceklestirdi. Enzimi %
92,72 verim ve 215,93 EU/mg spesifik aktivite ile 12,31 kat saflastirma katsayisi ile
saflastirdi. SUMO-hPONL1 enziminin kiitlesini 53,48 kDa olarak belirledi.

Yerlikaya 2012 yilinda yaptigi bir ¢aligmada, CAIX izoenzimini, insan pankreas
dokusundan rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak Escherichia coli BL21 (DE-3)
hiicresinde iiretmistir. hCA IX izoenzimi nikel-nitrilotriasetik asit afinite kromatografisi
teknigini kullanarak 290378 EUxmg? spesifik aktiviteyle; % 85,96 verimle; 20,4
saflastirma katsayisiyla saflastirmistir. hCA IX izoenziminin molekiil kiitlesini 50,47 kDa
olarak belirlemistir. Ayrica saflastirilan hCA IX izoenziminin karakterizasyonu yaparak
enzimin optimum sicaklik, optimum pH, stabil pH, optimum iyonik siddet, Vmax, Km ve
Keat degerlerini belirlenmistir. 25 adet antitiimor ilacin ve 6 adet agir metalin enzim
aktivitesi lizerine etkisi esteraz aktivitesi metodunu kullanarak in vitro sartlarda

arastirmistir.
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CA izoenzimlerinin klonlanmasi1 ve saflastirilmasi ile ilgili yapilan ¢alismalar literatiirde
mevcuttur. Ornegin, Juozapaitiené ve arkadaslar1 (2016), insan CA VII enzim genini
E.coli’de eksprese ederek, farkli promotorlerin etkisi, E.coli suslar1 ve rekombinant CA
XIV protein yapisinin uzunlugunu afinite kromatografisi saflastirma teknigini kullanarak
analiz ederek, caligsma sonucunda % 96 saflik derecesi elde etmislerdir. Saflagtirilmig CA
X1V rekombinant enziminin enzimatik aktivitesi, CO> hidrasyonunu takip ederek tespit
etmistirler. Ayrica diger CA izoformlarina kiyasla CA XIV’e karsi segicilik sergileyen ve

ilag olarak gelistirilebilen birkag¢ inhibitor kesfetmistirler.

Sumi et al. (2018) gergeklestirdikleri bir ¢alismada, pufferfish (Takifugu rubripes) CA
VI genomik dizisi kullanilarak CA VI enzim genini klonlamiglardir. Calismada 1623 baz
ciftlik bir tam kodlama dizisi ve 540 amino asitten olusan 1821 b¢’lik cDNA dizisi
klonlanmistir. Blastlama sonucunda bu protein insan CA V1 ile %53, tilapi CA V1 ile %79
ve gar CA VI ile %67 benzerlik gdstermistir. Ayrica, diger balik (zebra baligi, Asya
arowana, somon ve biiyiik sar1 bildircin baligr) CA V1 ile %63-77 benzerlik gostermistir.
Ayrica, pufferfish CA VI’nin protein dizisinin memeli ve balik CA Il dizileri ile% 34-37
Ozdeslige sahip oldugunu ortaya koymustur. 18 amino asitlik bir NHz-terminal sinyal
peptidi, pufferfish CA VI dizisinde tahmin edilmistir. Pufferfish CA VI’da, muhtemelen
bir distilfid bagi olusturan ii¢c N-baglantili glikosilasyon bdlgesi ve iki sistein kalintisi
(Cys-28 ve Cys-209) bulundugunu kesfetmislerdir. Silico ve filogenetik analizler,
pufferfish CA VI’nin bir hiicre dis1 sekresyon proteini oldugunu ortaya koymustur. Aktif
bolge analizi, bu proteinin 207 pozisyonunda karakteristik bir Val / Ile siibstitiisyonuna
bagli olarak diisiikk bir CA izoenzimi oldugunu gostermistir. Pufferfish CA VI’nin
homoloji modellemesi, insan karbonik anhidraz XIV’in kristal yapisma yiiksek
benzerligine dayanan bir sablon olarak kullanilmasi ile gergeklestirilmistir. Reverse
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), kantitatif PCR ve in situ
hibridizasyon sonuglari, pufferfish CA VI’nin karaciger dokusunda yiiksek oranda

eksprese edildigini ortaya koymustur.

Vullo ve arkadaglari 2005 yilinda klonladiklart hCA VII enzimi iizerine, asetazolamit,

metazolamit, etokzolamid, diklorofenamid, dorzolamid, brinzolamid ve benzolamid gibi
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klinik olarak kullanilan tiirev aromatik ve heterosiklik siilfonamidleri ile siilfamat tiirevi
antiepileptik ilag olan topiramatin inhibisyon etkisini incelemislerdir. Elde ettikleri
sonuglar1 diger CA enziminin sitozolik formu olan ve katalitik olarak aktif izozimleri,
hCA I, hCA 1l ve mCA XIII ile karsilastirmislardir. hCA VII, incelenen tiim bilesikler
i¢in 0,45-210 nM araliginda afinite gostermistir.

Karbonik anhidraz izoenzimleri, insanlarda ve hayvanlarda ortaya ¢ikan bir¢ok hastaligin
tedavisine 1s1k tutacak Ozellige sahip bir enzimdir. Asetazolamit (CsHeN1O3Sy),
brinzolamit (C12H21N30sS3) ve dorzolamit (C10H16N204S3) gibi bazi siilfonamid tiirevleri
yapisina sahip ilaglar CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitorleri sinifina girmektedirler.
Epilepsi, 6dem ve glukom hastaliklarinin tedavilerinde CA inhibitorleri ilag olarak

kullanilmaktadir (Biilbiil et al. 2003; Akincioglu et al. 2013).

Ancak, pek cok kimyasal atik malzemeleri CA enziminin katalizleme aktivitesini ciddi
derecede azaltmakta ya da inhibe etmektedir. Yapilan bir aragtirmada, yilan baliklarinda
(Anguilla anguilla) kadmiyumun in vitro sartlarda, solunga¢ ve barsakta lokalize olmus
CA izoenzimlerinin aktiviteleri iizerine etkisi incelenmis, sonug¢ olarak da karbonik

anhidraz enzim aktivitelerinin dnemli derecede inhibe oldugu belirtilmistir (Lionetto et
al. 2000).

Rekombinant proteinler, kolon materyalinin spesifik ozelliklerine gore kromatografi
teknikleri kullanilarak saflastirilmaktadir. Rekombinant proteinlerin saflastiriimasinda en
cok uygulanan yontem afinite kromatografisidir. Bu yontem hedef proteine kars1 olduk¢a
secicidir ve yoOntemde proteinlerin kimyasal gruplara karst olan yiiksek ilgisinden
faydalanilmaktadir. Klonlanmis genlerden ifade edilen proteinler afinite kromatografisi
ile izole edilebilmektedir. Klonlanmis geni tasiyan vektorlerde bulunan ekstra
aminoasitler, kolayca taninmay1 saglayan afinite kuyrugu olarak goérev yapmaktadirlar.
Ornegin, bir ugta histidin kuyrugu olarak adlandirilan bir yapi igin geni tasiyan vektore
histidin kodonunun tekrarlar1 ilave edilebilmektedir. Daha sonra kuyruga kovalent olarak
baglanmis proteinler, immobilize metal iyonlarini iceren kolona tatbik edilmektedir.

Histidin kuyruklar1 immobilize metal iyonlarma etkili bir sekilde baglanmakta ve bu
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sayede istenen proteinin kolon materyaline tutunmasi saglamaktadir. Diger proteinler ise
kolondan tutunmadan gegmektedirler. Istenen protein ise metal iyonlarma baglanarak
proteinle yer degistirebilen diger kimyasallar veya imidazol ilavesiyle kolondan eliie

edilebilmektedir (Berg et al. 2014).

Nikel selatlayici regine 6Xhis-tag’a sahip vektorlerin transfer edildigi; bakteri, bocek ve
memeli hiicrelerinde ifade edilen rekombinant proteinin saflastirilmasi amaciyla
kullanilir. Bu regine 6Xhis-tag’a sahip rekombinant fiizyon proteinleri i¢in yiiksek
secicilik saglar. Nikel selatlayici reginelerde ligant olarak Ni?* ile iiclii koordinasyon
bolgesi olusturan iminodiasetik asit (IDA), dortlii koordinasyon bolgesi olusturan
nitriloasetik asit (NTA) ve besli koordinasyon bolgesi olusturan tris

karboksimetiletilendiamin (TED) kullanilmaktadir (Demir 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve markalari

Kimyasal Ad1 Marka
Akrilamid Sigma
Amonyum persiilfat Sigma
Asetik asit E.Merc AG
Brom timol mavisi E.Merc AG
Coomassie brillant blue G-250 Sigma
Coomassie brillant blue R-250 Sigma
dNTP Sigma
Fosforik asit E.Merc AG
Gene spesifik primerler Metabion
Gliserol E.Merc AG
Glisin E.Merc AG
Hidroklorik asit E.Merc AG
IPTC Promega
Imidazol Sigma
Insan beyin cDNA’s1 Invitrogen
[zopropanol E.Merc AG
Kanamisin siilfat Sigma
Lizozim Sigma

LB Agar (Luria Bertani Agar) Sigma

LB Broth (Luria Bertani Broth) Sigma
MgCl> Sigma
TEMED (N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin) Sigma
NaH2PO4 Sigma

pET SUMO protein ekspresyon Kiti Invitrogen
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Cizelge 3.1. (devam)

p-Nitrofenol (PNF) Sigma
PageRuler Protein Ladder 26616 Thermo
Protein marker BioRad 0375
SDS (Sodyum dodesil siilfat) Sigma
Sodyum hidroksit E.Merc AG
Sodyum kloriir E.Merc AG
Standart sigir serum albumin (BSA) Sigma

Tag DNA polimeraz Sigma
Trihidroksimetilaminometan (Tris) E.Merc AG
B -Merkaptoetanol E.Merc AG

Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan antibiyotikler Atatiirk Universitesi Arastirma

Hastanesi’nden temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cizelge 3.2. Caligmalar sirasinda kullanilan alet ve cihazlar

Cihaz Marka/Model

Sogutmal1 Santrifiij Hermle Z 323 K (Germany)
Otoklav Hirayama HV-50L

Inkiibator Binder

PCR cihaz1 Bio Rad

Is1 kontrollii ¢alkalamali inkiibatér ~ Edmund Biithler GmbH KS-15
Agaroz jel elektroforezi Thermo EC 135-90 (yatay)
Jel Gorilintiileme Vilber Lourmat-ECX-20-M
Mikrodalga Firin Beko MD-1500

Is1 Bloklar1 Lab-Line, VWR Digital Heatblock
Steril Kabin Telstar Bio-11-A

Spektrofotometre Optizen Pop
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pH metre
Elektroforez Tanki
Peristaltik Pompa
Karistiric1 (Shaker)
Karistiric1 (Vorteks)
Hassas Teraziler
Shaker

Otomatik hassas pipetler
Magnetik Karistirici
Saf Su Cihazi

Su Banyosu

Kar Makinas1

Gli¢ Kaynagi
Buzdolab1 (+4 °C)
Dondurucu (-20°C)
Dondurucu (-80°C)

Mettler Toledo

BIO RAD (Dikey)

Ismatec

GFL 3025

IKA Vortex 4 Basic
Gecavery (UK), Denver Instrument
Midi Dual 14

Eppendorf

IKA C-MAG HS7

Barnstead Easy Pure UV/U
Niive

Scotsman AF-20

Bio Rad Power Pac 3000
Siemens Derin Dondurucu
Sanyo Medical Freezer, Ugur
Sanyo Ultra Low

3.3. Deneylerde Kullanmilan Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Besiyeri ve agaroz jel elektroforezinde kullanilan c¢ozeltiler

3.3.1.a. LB siv1 besiyeri

20 g LB Broth besiyeri ve 1 g D-(+)-glukoz tartildi. Karistm 1000 mL saf suda
¢ozlindiiriildi ve otoklavlandi. Hazirlanan besiyeri kullanilmadan hemen 6nce antibiyotik

(kanamisin siilfat) ilavesi yapildi.
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3.3.1.b. LB Agar besiyeri

40 g LB Agar besiyeri ve 1 g D-(+)-glukoz tartildi. Karisim 1000 mL saf suda
¢Oziindiiriildii ve otoklavlandi. Sicakligin ~40°C civarina diismesi ile ortama 50 pg/mL
kanamisin eklendi. 85 mm’lik petri kaplarina 20-25 mL besiyeri dokiildii. Agar

katilagincaya kadar beklendi ve daha sonra kullanilmak tizere +4°C’de saklandi.

3.3.1.c. Kanamisin antibiyotigi stok c¢ozeltisi (1 mg/mL)

10 mg kanamisin, 10 mL steril saf suda ¢6ziildii. 0,2 um’lik membran filtre ile steril

edildikten sonra karanlik ortamda +4°C’de muhafaza edildi.

3.3.1.d. 1X TAE tamponunun (Tris/Asetat/EDTA tamponu) hazirlanmasi (pH:8,0)

40 mM Tris, 5 mM sodyum asetat, 1 mM EDTA olacak sekilde dH20 kullanilarak 1 litre

tampon hazirlandi.

3.3.2. Rekombinant proteinin saflastirilmasi islemlerinde kullanilan ¢6zeltiler

3.3.2.a. Lizis tamponu (50 mM NaH2POs4, 0,5 M NaCl, 10 mM imidazol, %10

gliserol)

0,3 g NaH2PO4, 1,46 g NaCl, 166,66 uL imidazol (3 M pH:6,0) ve 5 mL gliserol 45 mL

saf su igerisinde karigtirildi. pH:8,0 olduktan sonra son hacim saf su ile 50 mL yapildi.

3.3.2.b. IPTG stok ¢ozeltisi (50 mM)

0,6 g IPTG, son hacim 50 mL olacak sekilde {izerine steril saf su ilave edildi. 0,2 uM’lik

membran filtre ile steril edildikten sonra karanlik ortamda +4°C’de muhafaza edildi.
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3.3.2.c. 3 M imidazol ¢ozeltisi (20 mM NaH2POg, 0,5 M NaCl, 3 M imidazol pH:6,0)

20,42 g imidazol, 2,93 g NaCl, 0,24 g NaH2PO4 alinip ~95 mL kadar saf suda
¢oziindiiriildii. pH:6,0 yapildi ve son hacim saf su ile 100 mL’ye getirildi. Imidazol

bilesiginin ¢oziinmesi zor oldugundan ¢6zelti 40-50°C’ye kadar 1sitildu.

3.3.2.d. 5X Dogal saflastirma tamponu

7 g NaH2PO4 ve 29,2 g NaCl 180 mL deiyonize suda ¢oziindiiriildii. pH’s1 8,0’a ayarlandi.

Son hacim 200 mL’ye tamamlanarak oda sicakliginda saklandi.

3.3.2.e. 1X Dogal saflastirma tamponu

5X Dogal saflagtirma tamponundan 20 mL alinarak son hacim saf su ile 100 mL yapildi.

3.3.2.f. Dogal baglanma tamponu

30 mL 1X dogal saflagtirma tamponu baglanma tamponu olarak kullanild.

3.3.2.9. Dogal yikama tamponu

50 mL 1X dogal saflagtirma tamponuna, pH:6,0 olan 335 uL. 3 M imidazol ilave edilerek
pH’s1 8,0’a ayarland:.

3.3.2.h. Dogal eliisyon tamponu

13,75 mL 1X dogal saflastirma tamponuna pH:6,0 olan 1,25 mL 3 M imidazol ilave
edilerek pH’s1 8,0’a ayarlandi.
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3.3.2.1. Diyaliz tamponu (5 mM NaH2PO4 pH:8,0)

0,3 gr NaH2POy4 belli bir miktar saf su icerisinde karigtirildi. pH:8,0 yapildi. Daha sonra

saf su ile son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

3.3.3. Karbonik anhidraz enzim aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler

3.3.3.a. 0,05 M Tris/H2S04 tamponu (pH:7,4)

3,03 g Tris alinarak ~450 mL saf suda ¢oziildii. H2SOg4 ile pH:7,4 yapildi. Tamponun son

hacmi saf su ile 500 mL’ye ayarlandi.

3.3.3.b. Substrat c¢ozeltisi

13,5 mg PNF alinarak 1 mL asetonda ¢oziildi. Karistm 24 mL saf suya manyetik

karistirici esliginde yavas yavas ilave edilerek karistirildi.

3.3.4. SDS-PAGE icin kullanilan ¢ézeltiler

3.3.4.a. 0,001 mM Tris-HCI Tamponu: 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 90 mL suda
¢oziildd, pH’s1 1 M HCl ile 8,8 yapildiktan sonra hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.3.4.b. 0,001 mM Tris-HCI Tamponu: 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 90 mL suda
¢ozildi, pH’s1 1 M HCl ile 6,8 yapildiktan sonra hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.3.4.c. %30 Akrilamid-%00,8 Bisakrilamid: 0,4 g bisakrilamid ile 15 g akrilamid, 34,6

g su karistirilarak ¢oziildii.

3.3.4.d. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak 10 mL
saf su eklendi.
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3.3.4.e. %10’luk SDS: 1 g SDS 9 mL suda ¢oziilerek elde edildi.

3.3.4.1. Yiiriitme tamponu: 12,5 mmol Tris ve 0,1 mol glisin tartilarak ~400 mL saf suda
¢oziilerek onceden hazirlanan 5 mL %10’luk SDS ¢ozeltisinden eklendi. pH’s1 8,3%¢

getirildi ve son hacim saf su ile 500 mL yapildi.

3.3.4.9. Numune tamponu: 0,5 mL pH:8,0 olan 1 M Tris-HCI ¢ozeltisinden, 1 mL
%10’luk SDS ¢ozeltisinden, 1 mL %100’lik gliserinden ve 1 mL %0,1’lik bromtimol
mavisinden alindi. Hacim saf suyla 10 mL yapildi. 9500 pL hazirlanan karisimdan alindi.

Uzerine 500 pL B-merkaptoetanol eklendi.

3.3.4.h. Jelde yiiriitillen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢cin gereken ¢ozelti: 50 mL

izopropanol, 10 mL TCA ve 40 mL saf su karistirilarak hazirlandi.

3.3.4.1. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL su igerisinde

0,1 g Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifinin ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

3.3.4.i. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL su karistirilarak
elde edildi.

3.3.4.j. Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢6zelti: 50 mL %95’lik etanole 100
mg Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi eklendi ve reaktif ¢6ziindiiriildii. Hazirlanan

¢ozelti karisimia 100 mL %95°1ik fosforik asit eklendi. Son hacim saf suyla 1 L yapildi.

3.3.5. Western blot analizinde kullamlan ¢ozeltiler

3.3.5.a. 1 M Tris/HCI Tamponu (pH:6,8): 1,21 g Tris tartilip yaklagik 90 mL saf suda
¢ozlindiirildi. 1 M HCl ile sonra pH:6,8 yapildiktan sonra son hacim 100 mL yapildu.
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3.3.5.b.1,5M Tris/HCI Tamponu (pH:8,8): 1,82 g Tris tartilip yaklasik 90 mL saf suda
¢oziindiirildi. 1 M HCl ile sonra pH:8,8 yapildiktan sonra son hacim 100 mL yapildi.

3.3.5.c. 10X TBS Cozeltisi: 80 g NaCl, 2 g KCI, 30 g Tris 900 mL saf su igerisinde
¢oziindirildi. 1M HCI ile pH 7,4’¢ ayarlanir ve toplam hacim saf su ile 1 litreye

tamamladi. Otoklavlandiktan sonra kullanima hazir hale geldi.

3.3.5.d. PBS Cézeltisi: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na;HPO4, 0,24 g KH2POy tartilds. 1

litre saf su eklendikten sonra 1 mL Tween-20 eklendi.

3.3.5.e. 10X Transfer Cozeltisi: 29 g Glisin, 58 g tris, 3,7 g SDS 900 mL saf su igerisinde
¢oziildii ve pH:8,3 yapildi.

3.3.5.f. 1X Transfer Cozeltisi: 10X transfer ¢ozeltisinden 100 mL alind1. Uzerine 700

mL saf su ve 200 mL metanol ilave edildi.

3.3.5.9. 10X Tris-Glisin Elektroforez Cozeltisi: 30,2 g Tris, 188 g glisin, 100 mL %10

SDS 1 litre saf su igerisinde ¢Oziindiirildii.

3.3.5.h. 5X SDS Yiikleme Cozeltisi: 2,5 mL Tris/HCI ¢6zeltisi, 0,771 g DDT, 0,05 g
brom fenol mavisi, 5 mL %50 gliserol, 1 g SDS alindi ve toplam hacim saf su ile 10
mL‘ye tamamlandi. Alikuatlara ayrilarak -20°C‘de saklandh.

3.3.5.1. %30 Akrilamid - 90,8 Bisakrilamid: 37,5 g akrilamid, 1 g bisakrilamid alindi,
128 mL saf suda 37°C’de ¢oziindiriildi.

3.3.5.1. %10’luk APS: 1,8 mL saf suda 0,2 g amonyum persiilfat ¢ozdiiriildii.

3.3.5.). %10’luk SDS: 9 mL saf suda 1 g SDS ¢ozdiiriildi.
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3.3.5.k. %5’lik Bloklama cézeltisi: 9,5 mL TBS igerisinde 5 g Skim Milk Powder
(Yagsiz siit tozu) yada Bovinel Serum Albumin (BSA) ¢oziindiirtildii.

3.3.6. Kinetik calismalarda kullanilan ¢ozeltiler

3.3.6.a. Optimum pH calismasi icin kullanilan tampon cozeltiler

50 mM NaH2POs (pH: 5,0-8,0)

0,68 g (0,005 mol) Na-fosfat, 90 mL saf su igerisinde ¢6ziildii. pH’s1 1 M NaOH ile

ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

50 mM Tris-H2SO4 (pH:7,0-8,5)

0,6055 g (0,005 mol) Tris, 90 mL saf su igerisinde ¢oziindiiriildii. pH’s1 1 M H2SOs4 ile

ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.3.6.b. Optimum iyonik siddet ¢calismasi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti

100, 200 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 mM Tris, 90 mL saf su igerisinde
¢ozlindiiriildi. H2SOq4 ile pH:8,0’a ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 mL yapildi.

3.3.6.c. Optimum sicaklik ¢calismasi icin kullanilan tampon ¢ozelti

0,8 M Tris, 90 mL saf su icerisinde ¢oziindiiriildi. pH’s1 1 M H2SO;4 ile 8,0’a getirildi.
Son hacim saf su ile 100 mL yapildi.
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3.4. Molekiiler Biyolojik Metotlar

3.4.1. Primerlerin hazirlanmasi

hCA VII geni i¢in 6zgii reverse primer ve forward primer https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

web sayfasindan ‘Homo sapiens carbonic anhydrase 7 family (cytosolic) (CA VII),
transcript variant 2, mRNA (Nucleotide- NM_001204889.1) " transkriplerinin cDNA
dizilerine uygun olarak dizayn edildi. Genlere spesifik protein kodlama bolgeleri tespit
edildi. Primerler ise protein kodlama bdlgesini hem bastan hemde sondan biitiin gen

bolgesini tam kapsayacak bigimde segildi.

Tasarlanan primerlerin, Tm sicakliklarinin birbirine yakin ve niikleotidlerin dagiliminin

olabildigince esit olmasina dikkat edildi. http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi web

sayfasi kullanilarak dizayn edilen primerler blastlandi. Boylelikle segilen primerlerin

baska bir gene spesifik diziyi de amplifiye edip etmeyecegi belirlenmis olundu.

Bundan sonra, http://eu.idtdna.com adresinden yararlanilarak kullanilacak spesifik

primerlerin Tm sicakliklar1 belirlendi.

3.4.2. hCA VII Genine ait dizinin c¢ogaltilmas1 (Polimeraz Zincir Reaksiyonlar
(PCR)

hCA VII genine ait dizinin amplifikasyonu i¢in olusturulan forward ve reverse primerler
kullanilarak Cizelge 3.3’deki reaksiyon bilesenleri ile Cizelge 3.4’deki gibi PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. Sonucta hCA VI genine ait sekans gogaltildi.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Cizelge 3.3. hCA VII genine ait PCR karigim1

PCR Bileseni Miktar (uL)

dH20 7.3
Primer R (10 pmol/uL) 0,5
Primer F (10 pmol/uL) 0,5
Tampon (10X) 15
MgCl2 (25 mM) 1,3
dNTP (10 mM) 0,8

Taq Polimeraz (5 EU/uL) 0,25

cDNA 1,5 (1:10 seyreltilmis)
Toplam Reaksiyon Hacmi 13,65

Cizelge 3.4. hCA VII geninin amplifikasyonu i¢in PCR reaksiyon kosullari

Basamaklar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94°C /4 dk / 1
Denatiirasyon 94°C/1dk/35
Baglanma (Annealing) 51,5°C/30sn/35
Uzama (Extension) 72°C/1dk/35
Son Uzama 72°C/5dk/ 1
Bekleme +4°C [ o0

3.4.3. DNA agaroz jel elektroforezi

a. %1’lik agaroz jelinin hazirlanmasi

0,8 g agaroz tartildi. Uzerine 80 mL 1XTAE (Tris/Asetat/EDTA) elektroforez tamponu
eklendi. Boylece yaklasik %1°lik agaroz ¢ozeltisi hazirlanmis oldu. Agarozun ¢dziilmesi
icin ¢ozelti 2 dakika mikrodalga firin igerisinde 1sitilmaya birakildi. Coziindiikten sonra
birkac¢ dakika oda sicakliginda sogutuldu ve tlizerine 5 pL etidyum bromiir ilave edilip
kanigtirildi. Elektroforez tankina kabarcik olusturmayacak sekilde bosaltildi ve tarak
dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Ceker ocakta katilagincaya kadar bekletildi ve tarak
cikarildi. 2 pL standart protein kuyucuga yiiklendikten sonra diger kuyucuklara analiz
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edilecek 4 puL numune, izlemeyi kolaylastirmasi bakimindan 1 pL boya ile karistirilip

kuyulara yiiklendi.

b. Agaroz jelinin yiiriitiilmesi

PCR f{iriinlinii gérmek i¢in yatay agaroz jel kullanildi ve 80 volt elektrik akiminda
yaklasik 1 saat yiriitiildi. Jelde olusan bantlar UV jel goriintilleme sisteminde

goriintlilendi.

3.4.4. Rekombinant vektoriin elde edilmesi

Elde edilen PCR firiinii jelde dogrulandiktan sonra pET SUMO vektoriine aktarilmak
tizere Cizelge 3.5°de belirtilen bilesenleri kullanarak ligasyon yapildi. 16°C’de 16 saat

ligasyon islemi yapildi. Bunun sonucunda rekombinant vektor elde edildi.

Cizelge 3.5. Ligasyon islemi icin kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesen Miktar (uL)
PCR Uriinii 3,0
SUMO vektor 2,0
Ligaz Buffer 2,0
T4 DNA Ligaz 1,0
dH-20 2,0

3.4.5. Ligasyon iiriiniiniin transformasyonu

Elde edilen ligasyon iiriiniiniin bakterilere transformasyonu i¢in asagidaki protokol takip

edildi.

a. -80°C’de saklanan E.coli (One Shot® Mach1™-T1R) buzda yavas bir bigimde

¢oziindiiriildii. Uzerine 2 pL ligasyon iiriinii ilave edildi.
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b. 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.

C. Inkiibasyondan sonra bakteri hiicreleri 42°C’de 30 saniye bekletildi.

d. Hiicreler tekrar buz tizerine alindi.

e. Buz iizerine alinan tiipe steril kabinde 250 uL S.O.C. besiyerinden ilave edildi.

f. Tiipiin agz1 sikica kapatilarak, 37°C’de 200 rpm de 1 saat inkiibasyona birakildu.
g. Inkiibasyondan sonra hiicrelerin 100 uL’si ve 200 uL’si antibiyotik iceren iki ayr
LB agar besiyerine yayild1 ve 37°C’de bir gece inkiibe edildi (Champion™ pET SUMO
Protein Ekspresyon kiti, 2010).

3.4.6. Koloni PCR

Bu islem, rekombinant vektorii tasiyan kolonileri belirlemek amaciyla hCA VII igin
dizayn edilen primerlerle gergeklestirildi. Transformasyon isleminin ardindan
gerceklestirilen inkiibasyon sonrasi besiyerinde gelisen kolonilerden rastgele segilen 19
koloni belirlenerek herbirine numara verildi. Petriden pipet ucu yardimiyla alinan
koloniler kalip DNA kaynagi olarak kullanildi. Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°deki gibi PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. Reaksiyon sonucu elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Pozitif sonug¢ veren koloniler plazmit izolasyonu igin

kullanildi.

Cizelge 3.6. Koloni PCR reaksiyon karigimi

PCR Bileseni Miktar (ul)
dH0 7,3
Primer R (10 pmol/uL) 0,5
Primer F (10 pmol/uL) 0,5
Tampon (10X) 1,5
MgCl2 (25 mM) 1,3
dNTP (10 mM) 0,6
Taq Polimeraz (5 EU/uL) 0,3
Toplam Reaksiyon Hacmi =12 nL




65

Cizelge 3.7. hCA VII i¢in koloni PCR reaksiyon sartlar1

Basamaklar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94°C/10dk /1
Denatilirasyon 94°C/1dk/35
Baglanma (Annealing) 51,5°C/30sn/35
Uzama (Extension) 72°C/1dk /35
Son Uzama 72°C/5dk/1
Bekleme +4°C [ 0

3.4.7. Plazmit izolasyonu

Yapilan koloni PCR islemi sonucunda pozitif sonug veren koloniler LB sivi besiyerinde
bir gece biiyiitiildii. Gelisen kolonilerden, daha sonra ¢apraz PCR yapmak ve ekspresyon
konagina transfer etmek icin, rekombinant plazmit izole edildi. izolasyon icin DNA-
spin™ Plasmid DNA Purification Kit (17096, IntronBio) kullanild1. izolasyon asagida
belirtilen sekilde yapildi;

1. Bir gece 37°C’de LB ortaminda biiyiitiilmis kiltirden 1-5 mL alinip 13000
rpm’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi.

2. Pelet tizerine 250 uL ‘Resuspension Solution’ eklenip hiizreler siispanse edildi.
3. Daha sonra 250 pL ‘Lysis Solution’ eklenip hafifce 10 kez ters-diiz edildi. Oda
sicakliginda 3 dakika beklendi.

4. Yine ayn1 tiipe 350 pL ‘Neutralization Buffer’ eklenip hafif¢e tersyiiz edildi. 5
dakika buz iizerinde bekletildi.

5. 10 dk 13000 rpm’de santrifiij yapildi. Siv1 faz, 2 mL’lik tiipe yerlestiriklen spin
kolona transfer edildi.

6. Kolon 13000 rpm’de santrifiij edildi. Alta gecen s1vi kisim atildi.

7 Kolona 700 pL ‘Wash Solution’ birakildi.

8. 1 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi. Alta gegen siv1 kisim altildu.

9

Etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 1 dk bos olarak santrifiij edildi.
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10.  Kolon yeni bir tiipe alindiktan sonra merkezine 30 uL ‘Elution Buffer’ eklendi. 2
dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 2 dk santrifiij edildi.

11.  Kolon atildiktan sonra plazmit i¢eren eliisyon -20°C’de saklandi.

3.4.8. Capraz kontrol PCR reaksiyonu

pPET SUMO sisteminde TA klonlama yapildigindan bazen gen iriinii ters bir bigimde
baglanabilmektedir. pET SUMO vektoriine yerlestirilen gen bolgesi, PCR ortaminda hem
vektore ait hem de gene ait primerlerle amplifiye edildikten sonra %1°lik agaroz jelde
kontrol edildi.

Cizelge 3.8 1. Koloniden izole edilen plazmit ile yapilan ¢apraz PCR

Reaksiyon F. Primer R. Primer Tahmini uzunluk
1 Gen Gen 794 be
2 Vektor Gen 899 beg
3 Gen Vektor 947 bg
4 Vektor Vektor 1052 bg

3.4.9. Gliserolde stoklama

Pozitif sonug veren koloniler 37°C’de 1 gece LB-kanamisin s1vi besiyerinde inkiibasyona
birakildi. Kiiltiir stvist %15°lik gliserol ile karistirildi. Alikuatlara ayrilarak hizlica sivi

azotla dondurulup -80°C’de stoklandi.

3.4.10. E. coli hiicrelerinden izole edilen rekombinant vektoriin dizi analizi

E.coli (One Shot® Mach1™-T1R) bakterilerinde elde edilen plazmite (pET SUMO +
hCA VII) yerlestirilen genin niikleotid dizisi DNA dizilimi bir ticari firma tarafindan
(lontek) belirlendi. Elde edilen dizi NCBI (National Center for Biotechnology

Information)’a ait http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi web sayfasi kullanilarak insan

CA VII gen dizilimi ile blastlanarak karsilastirildi.
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3.4.11. Rekombinant plazmitin E.coli BL21 (DE-3)’e transformasyonu

Bu islem pET SUMO ekspresyon kit protokolii izlenerek asagidaki gibi gergeklestirildi.

S

e o

g.

-80°C’de saklanan E.coli BL21 (DE-3) buzda yavas yavas ¢Oziindiirtildii.
Coziindiikten sonra hiicrelere 10 uL izole edilen rekombinant plazmit eklendi.
Hiicreler ~30 dk buzda inkiibasyona birakildi.

30 saniye 42°C’de bekletilip daha sonra hemen buz iizerine alind1.

Buz tizerine alinan tiipe steril kabinde 250 puL S.O.C. besiyerinden eklendi.
Tiipiin agz1 sikica kapatilarak 37°C’de 200 rpm de 1 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra hiicreler, 10 mL LB siv1 besiyeri ve 50 pL kanamisin

bulunan tiipe alindi. 37°C’de 200 rpm’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

h.

Tiipe alinan tiriiniin biiyiimesi i¢in tiip 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

3.4.12. Pilot (Deneme) ekspresyon

Rekombinant vektoriin transfer edildigi hiicreler hCA VII geninin ifade edildigini

gostermek icin hiicreler indiikleyici ajan olarak 4 mL IPTG igeren 200 mL sivi

besiyerinde biiyiitiildii. Bu amagla izlenen yol su sekildedir;

. Iki adet erlene 200 mL LB s1v1 besiyeri hazirland1 ve otoklavda steril edildi.

Her bir besiyerine 1’er mL kanamisin eklendikten sonra 5’er mL rekombinant
vektor transfer edilen hiicre eklendi.

37°C’de 2,5 saat 200 rpm’de inkiibasyona birakildi.

Erlenlerin birine hi¢bir sey eklenmedi. Diger erlene 1 mM konsantrasyona sahip
IPTG eklenildi.

IPTG eklenen ve eklenmeyen kiiltiir ortamlarindan 2 saatte bir numune alindu.
Alman ornekler santrifiij edildi ve siipernatant atilirken pelletler -20°C’ye

konuldu.
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3.4.13. Pilot ekspresyon sonrasi hiicrelerin parcalanmasi

-20°C’de muhafaza edilen pelletler lizerine 500 pL lizis tamponu eklendi ve pipetajla
¢oziindiiriildii. Ornekler 3’er defa siv1 azot kullanarak donduruldu ve hemen 42°C’ye
alinarak ¢oziindiirtildii. Numuneler santrifiij tiipiine alinarak +4°C’de 13000xrpm’de 15

dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve pelletler alindu.

3.4.14. Western blot analizi

Proteinin molekiil kiitlesine gore ayriminin yapilabilmesi i¢in ayirma jeli (Cizelge 3.10)
ve yigma jeli (Cizelge 3.11) olmak iizere iki kisimdan olusan denatiire edici bir jel
hazirlandi. Calismada 7,5 mL %12’lik ayirma jeli ve 2 mL y1gma jeli hazirlandi. Ayirma
jeli iki cam plaka arasina dokiildiikten hemen sonra jelde olusan hava kabarciklar
izopropanol kullanilarak engellendi. ~15-20 dakika polimerizasyon i¢in beklendi ve jel
ters gevrilerek izopropanol uzaklastirildi. Daha sonra yigma jeli yiiklenerek tekrar

polimerize olmasina izin verildi.

Cizelge 3.9. SDS jel elektroforezi i¢in kullanilacak ayirma jeli i¢in kullanilan mL olarak
¢Ozelti miktarlari

Jel Yiizdesi %6 %38 %9 %10 %12
dH20 (mL) 7,9 69 645 59 49
%30 Akrilamid (mL) 3 4 4,5 5 6
1,5M TrispH 8,8 (mL) 3,8 38 38 38 38
%10 SDS (mL) 0,15 0,15 0315 0,15 0,15
%10 APS (mL) 015 015 015 0115 0,15
TEMED (mL) 0,012 0,009 0,075 0,006 0,006

Toplam (mL) 15 15 15 15 15
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Cizelge 3.10. SDS jel elektroforezi icin kullanilacak yiikleme jeli i¢in kullanilan mL
olarak ¢6zelti miktarlar

Toplam ImL 2mL 3mL 4mL 5mL
dH20 0,68 14 2,1 2,7 3,4

%30 Akrilamid 0,17 0,33 05 067 0,83
1,5M Tris pH 6,8 0,13 025 038 05 0,63

%10 SDS 0,01 002 003 004 0,05
%10 APS 0,01 002 003 004 0,05
TEMED 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

Bradford yontemi kullanilarak proteinleri jele yliklenmeden 6nce konsantrasyon 6l¢iimii
gerceklestirildi. 1X SDS yiikleme tamponu ile karistirilan 6rnekler 95°C’de 10 dk
kaynatildiktan sonra 10 dk buzda bekletildi. Jel ve numuneler hazirlandi ve jel
elektroforez tankina yerlestirilip tank yiirlitme tamponu ile dolduruldu. Numuneler jele
yiiklendikten sonra jel, oncelikle 30 dakika 50 voltta sonra da 90 dakika 120 voltta
yuriitiildi.

Yiiriitme islemi bittikten sonra jel kasetinden c¢ikarilan jelin yigma jeli kismi kesildi.
Ayrima jeli 1X transfer ¢ozeltisine alindi. Transfer membrani 5 dk metanol ve 5 dk 1X
transfer ¢ozeltisi ile muamele edildi. Blotlama cihazina sirasiyla 2 parca blot kagidi,
membran ve yine 2 parca blot kagidi birakilip transfer ¢ozeltisi ile iyice 1slatildi. Cihaz

kapatilip 1 watt elektriksel alan altinda 75 dk blotlama islemi yapildi.

Blotlamanin ardindan PVDF (polivinilidenflorit) membran 10 dk PBS ile yikandi. 1 saat
oda sicakliginda bloklama c¢ozeltisi olarak %5°lik yagsiz siit tozu igeren bloklama
cozeltisi ile muamele edilip 4°C’de 1 gece antikor ile inkiibasyona birakildi. Membran 5
kez 5 dk PBS ile yikandi. Femto ve Pico substratlar1 (ECL reagent) kullanilarak antikorun
kimyasal sinyal olusturmasi saglandi. Gériintiilleme cihazina alinan membranin fotografi

cekildi.
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3.5. Biyokimyasal Metodlar

3.5.1. Bakteri hiicre lizatinin hazirlanmasi

IPTG ile indiiklenmis 500 mL’lik kiiltiir 8000xg’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirilarak pellet tizerine 8 mL lizis tamponu ilave edildi.

Uzerine 8 mg lizozim eklenerek 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.

A e

Inkiibasyon sonrasinda buz igerisinde 20 saniye sonikasyon, 40 saniye bekleme
olacak sekilde sonikasyon iglemi yapildi. Bu islem 4-5 kez tekrar edildi.
5. Elde edilen hiicre lizat: 8000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant alindu.

3.5.2. Dogal sartlar altinda kolondan rekombinant proteinlerin saflastiriimasi

3.5.2.a. ProBond™ kolonun hazirlanmasi

Ticari firmadan (Invitrogen) satin alinan Probond™ nikel selatlayic1 recineden 2 mL
alinarak protokoliinde belirtildigi gibi 1x10 cm’lik kolona paketlendi. Daha sonra istte
kalan siv1 dikkatlice uzaklastirildi. 6 mL steril saf su ilave edilip regine ters ¢evrilerek ve
kolona hafifce vurularak yeniden siispanse edildi. Reginenin yer ¢ekimi ile kolona

yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan s1v1 dikkatlice uzaklagtirildi.

Dogal sartlar altinda saflagtirma igin 6 mL dogal baglanma tamponu ilave edildi. Regine
ters gevrilerek ve kolona hafif¢e vurularak yeniden siispanse edildi. Reginenin yer ¢ekimi
ile kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan s1v1 dikkatlice uzaklastirildi. Son islem
tekrarlandi. Daha sonra kolondan dengeleme tamponu (1X Native buffer) gegirildi. 280

nm’de absorbans bakilarak kolonun dengelenip dengelenmedigi anlasildi.
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3.5.2.b. Lizatin hazirlanmasi, kolona tatbiki ve eliisyonu

Ekspresyon agamasinda 1 mM IPTG ile 6 saat indiiklenen E.coli BL21 (DE-3) bakteri
besiyeri alinarak 11000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Aliman pelletler saflastirma
amacli hazirlanan lizis tamponunda ¢6ziilerek lizozim ilavesiyle buzda 30 dakika inkiibe
edildi. Siv1 azotla dondurma-¢6zme teknigi kullanarak pargalama islemi yapildi. Yapilan

santrifiij sonrasi siipernatant atildi, pelletler alindi.

Ekspresyon sonucunda elde edilen pelletler lizat tamponunda ¢oziilerek afinite kolonuna
tatbik edildi ve kolon gradietli olarak 10 uL, 20 pL ve 30 uL imidazol i¢eren 15°er mL’lik
yikama tamponu ile yikandi. Boylece diger safsizliklar ortamdan uzaklastiriimis oldu.
Sonra 3 M imidazolden 1,25 mL igeren 15 mL eliisyon tamponu kolona tatbik edildi ve
SUMO-hCA VII enzimi kolondan eliie edildi. Eliiatlar 1’er mL halinde tiiplere alind1 ve
280 nm’deki absorbanslarina bakildi.

3.5.3. Kantitatif protein tayini

Hiicre lizatinda ve saflastirma sonrasi elde edilen eliiatta bulunan protein miktari
Bradford (1976) metodu ile tayin edildi. Coomassie Brillant Blue G-250 bu teknikte boya
olarak kullanilan bir reaktiftir. Bu reaktif yapisinda negatif yiik bulundurur. Protein ise
bulundurdugu pozitif yiikten kaynakli olarak boyanin negatif yiikiine baglanir. Boyanin
465 nm’de kirmizi ve 595 nm’de mavi olmak tizere iki formu bulunmaktadir. Proteinin
boyaya baglanmasi ile kirmizi form mavi forma doniisiir. Teknigin bozucu olasi
faktorlere kars1 hassasiyeti ¢ok kiigiik (1-100 pg) seviyelerdedir. Mevcut reaksiyon biiyiik
oranda tekrarlanabilmekte ve hizli bir sekilde vuku bulmaktadir.

Protein tayini i¢in asagidaki prosediir uygulandi.

a. 1 mL’de 1 mg protein bulunduran BSA ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 ve 100 puL konuldu.
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b. Tiiplerin hacimleri saf su kullanilarak 100 pL’ye tamamland1 ve her bir tiipe 4900
uL Coommassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden eklenerek tiip vorteks ile
karistirildi.

C. 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerden alinan 6rneklerin kore karsi
absorbanslart 595 nm’de 6l¢iildi.

d. Sonugta elde edilen absorbans degerlerine karst gelen pg protein miktarlar ile
standart bir grafik ¢izildi.

e. Bakteri lizat1 ve saflastirma sonrasi elde edilen eliiattan iki farkl tiipe sirasiyla
100’er pL alind1 ve her iki tiipe 4900’er pL. Coommassie Brillant Blue G-250
cozeltisinden eklenerek tiip vorteks ile karistirildi.

f. 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerden alinan drneklerin kore karsi
absorbanslart 595 nm’de 6l¢iildii. Yapilan islem giivenilirlik agisindan 3 kez
tekrarland1 ve bu 3 dl¢limiin aritmetik ortalamasi alinarak dnceden ¢izilen standart
grafik yardimiyla lizatta ve saflastirma sonrasi elde edilen eliiatta bulunan protein

miktari tayin edildi.

3.5.4. hCA VII enziminin aktivite ol¢iimii

3.5.4.a. Hidrataz aktivitesi

Hidrataz aktivitesi yontemi, Rickli ve arkadaslar tarafindan modifiye edilen Wilbur-
Anderson yontemidir (Wilbur and Anderson 1948). Metot, CO2’nin hidrasyonu sonucu
agiga ¢ikan H* iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile

belirlenip, gecen siirenin 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Bunun igin kor olarak hazirlanan tiipe 1 mL 0,025 M pH:8,2 olan veronal tamponu, 0,1
mL % 0,04°1liik brom timol mavisi, 0,6 mL saf su ve en son olarak da 2,5 mL CO3 ¢6zeltisi
ilave edildi. Boylece aktivite 6l¢glim ortaminda toplam hacim 4,2 mL oldu. Daha sonra bir
kronometre yardimiyla CO2 ¢ozeltisi katildigr andan itibaren indikatdriin mavi rengin
sarims1 yesile doniismesi (pH:6,3) i¢in gegen siire belirlendi (to). Numune tiipiine ise

sudan 0,05 mL azaltarak bunun yerine enzim ¢ozeltisi ilave edildi ve yine en son olarak
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CO2 ¢ozeltisi ilave edilir edilmez, indikatoriin mavi renginin sarimsi yesile donligmesi

(pH:6,3) i¢in gecen siire bir kronometre yardimiyla belirlendi (tc).

formiiliine gore kullanilan enzim ¢dzeltisi hacmi i¢in enzim {initesi hesapland1 (Maren

1960). Kinetik ve inhibisyon ¢alismalari i¢in esteraz aktivite yontemi uygulandi.

3.5.4.b. Esteraz aktivitesi

Karbonik anhidrazlar esteraz aktivitesi olan enzimlerdir. YOntemin esasi buna
dayanmaktadir. Substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetat karbonik anhidraz
katalizorliigiinde p-nitrofenole hidroliz olmaktadir. Yontem, bu reaksiyonun 348 nm’de
absorbsiyon vermesi esasina dayanmaktadir (e3ss = 5x10° M cm™ ) (Verpoorte et al.

1967). Reaksiyon mekanizmasi asagida verildigi gibidir.

o

NOZ—QO—C—CHa + H,0 —‘NOQ—QOH + CH3;COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.1. Karbonik anhidrazin katalizledigi reaksiyon mekanizmasi

p-nitrofenol’de p-nitrofenolat’da 348 nm’de ayn1 absorbansi vermektedirler. Bu durumda
fenol grubunda bulunan H* iyonu molekiilden ayrigsa da ayrigmasa da O6lgiim bu

durumdan etkilenmemektedir (Goger and Giilgin 2013).

1 mL’lik kuvarz kiivetler ile 348 nm’de 6l¢iilen enzimin aktivite gostermesi icin gerekli
reaksiyon ortami olusturan c¢ozeltilerin ortamda bulunma miktar1 ve sirasi Cizelge

3.9’daki gibidir.
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Cizelge 3.11. Aktivite 6l¢limil i¢in gerekli ¢ozeltiler

Kullanilan cozeltiler Kontrol Kiiveti (uL) Numune Kiiveti (uL)
Tris/H2SO4 (0,05 M pH:7,4) 400 400
p-Nitrofenil asetat 360 360

Saf su 240 210

Enzim ¢ozeltisi - 30

Toplam hacim 1000 1000

Reaksiyon karisimi Cizelge 3.9°daki gibi hazirlandi. Daha sonra 25°C’de 348 nm’de
absorbans degeri okundu ve 3 dakikalik absorbans farki gozlendi. Aktivite tayininde

substrat ¢ozeltisi olarak kullanilan p-nitrofenilasetat her giin yeniden hazirlandi.

3.5.,5. Sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

rhCAVII enzim safligimin kontrolii

Saflastirilan enzimin saflik derecesini kontrol etmek i¢in Laemmli metodu ile %3-8
kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi
(Laemmli 1970). Islem su seklide gerceklestirildi: Elektroforezde kullanilan camlar basta
su ile daha sonrada alkol ile temiz bir sekilde yikandi. Elektroforez camlari iist {iste
getirildi ve 6zel kiskaglarla sabitlestirildi. Kiskaglarla sabitlenen cam plakalar, sizdirmay1
engelleyen siinger bulunduran jel hazirlama standina yerlestirildi. Oncelikle ayirma jeli
¢ozeltisi hazirland1 ve plakalarin arasinda kalan bosluga dikkatli bir sekilde 0,6 cm
kalincaya kadar dolduruldu. Plakalar arasindaki jelin polimerlesmesi igin kisa bir siire
beklendi. Ayirma jelinin polimerlestiginden emin olduktan sonra yigma jeli hazirlandi ve
polimerlesen ayirma jelinin iistiine pipetle dikkatli bir sekile dolduruldu. Numuneleri
yiiklemek i¢in kuyucuklarin olusmasi nedeniyle elektoforez icin o6zel taraklar cam
plakalara dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Y1gma jeli de donduktan sonra taraklar dikkatli
bir bi¢imde kuyucuklar1 bozmadan yavas¢a ¢ikartildi. Tutuculardan ¢ikarilan iginde jel
bulunan cam plakalar elektroforez tankina 6zel cam plaka tutuculara sabitlendi ve tanka

yerlestirildi. Elektroforez tankina yiiriitme tamponu dolduruldu.
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100 pL enzim o6rnegi, 100 pL numune tamponu, 100 pL gliserolden olusan enzim
numunesi 5 dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletildi. Daha sonra bu numuneler
ve standart protein dikkatli bir sekilde jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez tanki
kapatildi. 30 dk 80 voltta yiiriitme islemi gerceklestirildi. Daha sonra akim 120 volt’a
ayarlandi ve boya jelden akincaya kadar yiiriitme islemi gerceklestirildi. Numunelerin
yiiriimesinin takibi, numune tamponuda bulunan brom timol mavisi reaktifi ile yapildu.
Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra akim kesildi. Plakalar arasinda bulunan jel dikkatli
bir sekilde ¢ikarildi ve derhal sabitlestirme ¢ozeltisine alindi. Calkalayici yardimiyla 20
dakika sabitlestirme ¢ozeltisinde karistirilan jel siire sonunda sabitlestirme ¢ozeltisinden
cikarildi ve boyama ¢ozeltisine alindi. Jel, 1 gece ¢alkalayicida calkalandi. Boyama islemi
tamamlandiktan sonra boya ¢o6zeltisinden ¢ikarilan jel son olarak yikama ¢ozeltisine
alindi. Jelin rengi agilip, protein bantlar1 jelde iyice belirgin olana kadar calkalandi.

Yikama iglemi ardindan goriintiileme cihazina alinan jelin fotografi ¢ekildi.

Ayirma jeli hazirlamisi: Bir beherde 3,75 mL pH:8,8 olan 1M Tris-HCI tampon ¢6zeltisi,
3,3 mL %30 akrilamid-%0,8 bisakrilamid ¢6zeltisi, 0,15 mL %10’luk SDS ¢ozeltisi, 0,1
mL %S5°lik TEMED c¢ozeltisi ve 2,35 mL saf su karistirildi. Karisima en son 0,2 mL

%1,5’lik PER ¢ozeltisi eklendi ve karisim hemen cam plakalar arasina dokiildii.

Yigma jeli hazirlamisi: Bir behere 0,31 mL pH:6,8 olan 1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi,
3,325 mL %30 akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,025 mL %10’luk SDS, 0,025 mL %5’lik
TEMED ve 1,84 mL saf su karistirildi. Karisima en son 0,05 mL %1,5’lik PER ¢ozeltisi

eklendi ve karisim hemen cam plakalar arasina dokiildii.

3.5.6. SDS-PAGE kullanarak rhCA V11 enziminin molekiil kiitlesi tayini

Laemmli (1970), metodu ile enzimin molekiil kiitlesi tayini standart protein kullanarak
gerceklestirildi. Thermo Scientific PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder
26616 standart protein olarak kullanildi. Elektroforez isleminden sonra standart
proteinlerin Rt degerleri hesaplandi ve Rt - log Mk standart grafigi ¢izildi. Daha sonra
rekombinant hCA VII (rhCA VII) enzimi i¢in Rt degeri hesaplanarak elde edilen deger
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standart grafikte yerine konuldu. hCA VII enziminin log Mk’si belirlendi. Bulunan bu

degerin antilogaritma degeri hesaplanarak rhCA V11 enziminin molekiil kiitlesi belirlendi.

Xe

Proteinlerin Rt degerleri; Ry = formiiliine gére hesaplandi (Xe= Proteinin yiirlime

Xboya

mesafesi, Xnoya= Boyanin yilirime mesafesi).

3.5.7. rhCA VII enzimi i¢in karakterizasyon ¢calismalari

3.5.7.a. rhCA VII enzimi i¢in optimum pH belirlenmesine yonelik ¢alismalar

rhCA VII enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi igin pH:5,0-8,0 araliginda
hazirlanan NaH2PO4 tampon ¢ozeltilerini ve pH:7,0-8,5 araliginda hazirlanan Tris/H2SO4
tampon ¢ozeltilerini kullanarak her bir tamponda ayr1 ayri enzim aktivitesine bakildi
(Aslan 2013).

3.5.7.b. rhCA VIl enzimi icin optimum iyonik siddetin belirlenmesine yonelik

calismalar

rhCA VII enziminin optimum iyonik siddet degerinin belirlenmesi i¢in hazirlanan 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ve 1000 mM Tris/H2SO4 tampon ¢ozeltilerini
kullanarak her bir tamponda ayr1 ayri enzim aktivitesine bakildi (Aslan 2013).

3.5.7.c. rhCA VIl enzimi i¢in optimum sicakhgin belirlenmesine yonelik ¢calismalar

rhCA VII enziminin optimum sicakligimin belirlenmesi amaciyla 1sitmali-sogutmali su
banyosu kullanildi. Aktivite dl¢iimiinde kullanilan 0,8 M pH:8,0 Tris/ H.SO4 tampon
¢ozeltisi ve substrat ¢ozeltisi kiivet igerisine alindiktan sonra ilgili sicakliga ayarlanan su
banyosuna alindi. 10°C araliklarla 0-50°C arasinda aktivite ol¢iimleri gergeklestirildi

(Aslan 2013).
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3.5.7.d. rhCA VII enziminin aktivasyon enerjisi (Ea), aktivasyon entalpisi (AH) ve

Q10 degerinin hesaplanmasi ile ilgili caliymalar

rhCA VII enzimi i¢in, Ea, AH ve Q10 degerlerinin belirlenmesi amaciyla dijital su
banyosu yardimiyla 0°C-50°C arasinda 10°C sicaklik farkiyla, rhCA VI enzim aktivitesi
o6l¢iildii. Daha sonra elde edilen aktivite degerlerinin logaritmalar1 (log k) alindi. Sicaklik
degerleri Kelvin’e gevrilerek grafikte 1/T x 10007 olarak ifade edildi (Danisan et al.
2004). Daha sonra bu grafikten faydalanilarak Arrhenius egrisi elde edildi ve bu egrinin
egimi kullanilarak asagidaki formiillerden aktivasyon enerjisi (Ez) ve aktivasyon entalpisi
(AH) hesapland1 (R:1,987x107 kcalxmol *xK™);

Sim = ——2a —FE._
Eglm_2,303><R AH=E,— (R xT)

(Segel 1968; Onganer et al. 1998). Daha sonra bir enzim igin, 10°C’lik sicaklik
degisiminin meydana getirdigi aktivite farklilig1 olan Q10 degeri, aralarinda 10°C fark
olan iki aktivite degerinden yiiksek olan aktivite degerinin, diisiik olan aktivite degerine

bolinmesi ile hesaplandi (Keha ve Kiifrevioglu 2009; Aslan 2013).

3.5.7.e. p-Nitrofenol (PNF) substrati icin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesine

yonelik calismalar

p-Nitrofenol substrati igin rhCA VI enziminin Ky ve Vmax degerlerinin belirlenmesinde
5 farkli konsantrasyonda PNF substarat kullanildi ve enzim aktivitesi 6l¢iildii. Daha sonra
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Cizilen bu grafikten yararlanilarak Ky ve Vmax degerleri
bulundu (Aslan 2013).
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3.6. rhCA VIl Enziminin Aktivitesi Uzerine Bazn Antibiyotiklerin Etkilerinin

Belirlenmesi

rhCA VII enzim aktivitesi tizerine baz1 antibiyotiklerin etkilerini belirlemek amaciyla
kiivet ortamina degisik konsantrasyonlarda antibiyotik ilave edilerek aktivite 6l¢timii
yapildi. Kullanilan antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlarini olusturmak igin stok
cozeltiler seyreltildi. Kullanilan stok ¢ozelti hacmi gereken derisimi saglamadigi zaman
kiivete ilave edilen tampon hacmi azaltilarak antibiyotik konsantrasyonu arttirildi. Bu

sekilde gereken konsantrasyon ayarlanmis oldu.

3.7. Inhibisyon Etkisi Gésteren Antibiyotikler Icin ICso ve Ki Degerlerinin

Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Farkli inhibitér konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii yapilarak inhibisyon etkisi gosteren
antibiyotikler belirlendi. Bu antibiyotiklerden inhibisyon etkisi yiiksek olanlarin
%AKktivite-[I] grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden ICso degerleri hesaplandi. ICso
degerleri hesaplanan antibiyotiklerin Kj degerlerini belirlemek amaciyla rhCA VIl enzimi
icin enzim aktivitesini yariya diisiiren antibiyotik konsantrasyonu ile bu konsantrasyon
degerinden az ve fazla iki antibiyotik konsantrasyonu kullanilarak toplamda bes substrat
konsantrasyonu ile enzim aktivitesi olgiildii. Calismada kullanilan 5 farkli substrat
konsantrasyonu onceden hazirlanan stok ¢ozelti yardimiyla 6n denemeler yaparak
belirlendi. Sonugta elde edilen tiim degerler ile her bir inhibitdr igin ayri ayr1 Lineweaver-
Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen grafikte yarigmali inhibisyon gosteren inhibitorlerin grafik

denklemlerinden Ki degerinin hesabinda;

I
Kyl = Ky x(1+£(—]

i

formiilii kullanilirken; yarigmasiz ve yari yarigmali inhibisyon gosteren inhibitorlerin

grafik denklemlerinden K degerinin hesabinda ise;



formuli kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. hCA VIl enziminin mMRNA ve Protein Kodlama Bolgesinin Belirlenmesi

v http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ web sitesinden hCA VII genine ait 1563
niikleotitten olusan MRNA dizisi belirlendi.

v Gene ait protein kodlama bolgesi (794 niikleotit) tespit edildi.

NM (05182.2 Homo sapie

CCGCT T T TARGAGECTGCT COGCEETARCEAGCGREECCEEAGCCECAGCCCGARCGAGCGRACCGAG
CeGACCOEECAGGTGCACGECT GCGEGEEACEECAGCGECATGACCEGECCACCACGECTEEEECTACGET
A GG CEAC GG CCCT CeCAT TG ACARA G TG TAT COCAT TECCCACGEAGAT CGUCARTCACCCATCR
ATATCATCTCCAGCCAGGCTGTGTACTCTCCCAGCCTGCARCCACTGERAGCTTTCCTATGRAGGCCTGCAT
GO e T e A AT AR AR A ToEC CACTCTeTOCAGETAGAC TTC AR TERCAGCCATGACCGARCCGT R
GTGACTGEGGECCCCCTGEAMGEECCCTACCECCTCARGCAGTTTCACTTCCACTGEEECARGRARGCACE
ATGTGGGTTCTGAGCACACGETGEACGECANGTCCTTCCCCAGCGAGCTGCATCTGETTCACTGEARTGC
CAAGARGTACAGCACTTTTGEGEAGECGECCTCAGCACCTEATGECCTGECTETGETTGETGTTITITITS
GAGACAGGAGACGAGCACCCCAGCATGRA T TCTGACAGATGCGCTCTACATGETCCGETTCARGGECA
oA GO CAGTTCAGCTGCTTCARCCCCARGTGCCTCCTGCCTGCCAGCCGECACTACTGEACCTACCC
GEECTCT T GACGACT AL TC AT CAGA G TCTCACCTGEAT TG T GUTCCGEEAGCCCATCTGCATC
TeTGARAGGCAGATGEGEAAGT TCCGEAGCCTGCTTTTTACCTCOEAGGACGAT GAGRGEATCCACATGG
TEAACARACT TOCGECCACCACAGCCACT GARGEECCGCETEETARLGECCTCCTTCCGEECCTEAGC TG
CeATCTGCCTAGCCGGCCACTAGGGCACCATCTTCTCARGGGCTTCCAT G TCAGCAGRCACCARACCATC
TEAGECTTCCTOCCTEEGEEETGCT G e A CTCC T TCAGCCAGT TTGETCCTTOLTCACCC T GRAGGT
TTCTGEATGGEACCCTTGAGT CTGGEEGCACCCT TCAGC TECCCTOEGEACAGEARGERACAGEAGCTARGE
AGEET ARG TGEEECTGCCT CT GO T CT O AR A CC AR A R O CT GRCARCCTOCTCTEETCTTCCC
CACTGECAGTGECAGCAGCCCCACCCCGAGCGCACACTETEATGEAGEAGACT GAGCTCCCTGEEECEEG
AT G A T A ARG A LT CA RGO A R TA R TTACR T G AGACETGUCCTCTCOECATTACCTC
TTCTGCAGGCTCTGCCATGCACGCACCTCACTGCCAGGCCATTARMA TCAGCACCCAGCATGCTGEAGET
GACETGeCCTTCTCCCTCCAGCCACCT GO T G CACEEECAGECCCTOECTATAGC TTATACAGTATCTCC
LT TGTCCCCACCCAGT CAC AR GCCACCTACA TEACAGTCCATCCCTGTTGAATTAATARATTARTST
ATCCATGCARCAAADARARANDAT

Sekil 4.1. Insan CA VII mRNA kodlayan niikleotid dizisi
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4.2. hCA VIl Enziminin Aminoasit Dizisi

"MTGHHGWGYGQDDGPSHWHKLYPIAQGDRQSPINIISSQAVYSPSLQPLELSY
EACMSLSITNNGHSVQVDFNDSDDRTVVTGGPLEGPYRLKQFHFHWGKKHDV
GSEHTVDGKSFPSELHLVHWNAKKYSTFGEAASAPDGLAVVGVFLETGDEHPS
MNRLTDALYMVRFKGTKAQFSCFNPKCLLPASRHYWTYPGSLTTPPLSESVTW
IVLREPICISERQMGKFRSLLFTSEDDERIHMVNNFRPPQPLKGRVVKASFRA"

4.3. hCA VIl Genine Ait Primerlerin Belirlenmesi

Primerler protein kodlama bolgesinin basindan ve sonundan tiim geni kapsayacak
bi¢imde secildi. Tasarlanan primerler data banklarda bulunan DNA sekanslari ile

blastlanarak hCA VII genleri ile en yiiksek benzerligi (%100) gosterdigi tespit edildi.

Cizelge 4.1. hCA VII genine ait dizayn edilen primer bilgileri

Primer Sekans (5°-3%) Tm Uzunluk
Forward | ATTGGCACAAGCTGTATCCC 52°C 20 bg
Reverse AAGGAGGCCTTTACCAC 43°C 17 be

4.4. cDNA Kiitiiphanesinden hCA VIl Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Ticari bir firmadan (Invitrogen) hazir olarak satin aliman insan beyin cDNA’s1
kullanilarak gene 6zgli primerler ile PCR islemi yapildi. Yapilan PCR denemeleri

sonucunda hCA VII primerlerin baglanma sicakligi 51,5°C olarak belirlendi.
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Sekil 4.2. PCR sonrasi agaroz jel elektroforezi goriintiisii (M; Marker (100 bg) 1 ve 2; PCR
tirlinleri)

45. Rekombinant Vektoriin Elde Edilmesi ve Konak Organizmaya

Transformasyonu

Dizayn edilen primerler ile PCR’da ¢ogaltildiktan sonra ilgili gen bélgesinin (hCA VII)
vektore (pET SUMO) yerlestirilmesi icin ligasyon islemi gergeklestirildi. Ligasyon
reaksiyonu sonucu elde edilen muhtemel rekombinant vektor, konak mikroorganizmaya
aktarilarak islemin dogru bir sekilde yapilip yapilmadigini kontrol etmek i¢in LB agar-
kanamisin besi yerinde biiylimeye birakildi. 37°C’de gece boyu siiren inkiibasyon sonrasi

100 pL ve 200 pL ekim yapilan besiyerlerinin tiimiinde koloni olusumu gozlendi.
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A B

Sekil 4.3. Inkiibasyon sonras1 biiyiiyen transforme edilmis bakteri kolonileri (A: 100 uL
ve B:200 pL yayilmis transforme bakteri kolonileri)

4.6. Koloni PCR

Transformasyon sonrast elde edilen kolonilerden rekombinant vektorii tasiyani
belirlemek amaciyla rastgele sec¢ilip numaralandirildiktan sonra PCR’da kalip DNA
olarak kullanildi. Segilen kolonilerden gene ait primerlerle PCR yapildi. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda ilgili geni dogru sekilde alan plazmitin 1, 2, 3, 4, 8, 9, 13, 14, 15,
16, 17, 18 ve 19. kolonilerde oldugu gortildii.

19 18 17 16151413 1211 10 98 7 6 5 4 3 2 1 M

--uu-“‘

Sekil 4.4. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen koloni PCR {iriinleri
(M; Marker (100 bg) 1,19; koloni PCR iiriinleri.)
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4.7. Plazmit izolasyonu ve Capraz Kontrol PCR

Koloni PCR sonucunda elde edilen 1. koloni bir gece kanamisin igeren LB siv1 besiyeri
ortaminda biiyiitiildii. Daha sonra plazmit izolasyonunda kullanildi ve elde edilen
plazmitlerin dogrulugunu ispat etmek icin plazmit agaroz jelde yiiriitiiliip goriintiilendi.
Plazmit izolasyonu sonrasinda elde edilen plazmitlerden de 4 farkli PCR yapildi. Boylece
genin vektore dogru bir sekilde yerlesip yerlesmedigi kontrol edildi. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, koloni PCR’dan elde edilen sonuglar1 dogrular nitelikte 1. koloniden elde

edilen plazmitte genin dogru sekilde yerlestigi sonucuna varildi.

Sekil 4.5. Izole edilen plazmitin agaroz jel goriintiisii
(M; Marker (1000 bg) 1, 2, 3; Plazmit)
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Sekil 4.6. Izole edilen plazmit ile gergeklestirilen PCR sonras1 agaroz jel goriintiisii
(M; Marker (100 bg),

1 numarali kuyu; vektoriin forward ve vektoriin reverse primeriyle yapilan PCR sonucu,

2 numarali kuyu; vektoriin reverse genin forward primerleriyle yapilan PCR sonucu,

3 numarali kuyu; vektoriin forward genin reverse primerleriyle yapilan PCR sonucu,

4 numaral1 kuyu; genin forward ve reverse primeriyle yapilan PCR sonucu)

4.8. pET SUMO Vektoriine Yerlestirilen Genin Dizi Analizi

Segilen E.coli (One Shot® Mach™-T1R) bakteri kolonisinden izole edilen pET SUMO
hCA VII plazmitinin, muhtemel dizilimi bir ticari firma tarafindan (lontek) belirlendi.
Alinan dizileme sonuglart blastlandiginda hCA VII dizisi ile %99 benzerlik gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.7).
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Homo sapiens carbonic anhydrase 7 (CA7), transcnpt vanant 2, mRNA

Sequence 10: N 001074435 1 Length: 1715 Number of Matches: |

:;o::'; : ::s: - E?Mm'ﬁm” %) 3/331(0%) Shuarolus
b0 it nnmtipuontiohnimimioii g
poidgen i it ihiinintin ettt g
ooy )10 it it nAh oo g
Quary

oot s TR IO s
el o mon tiniimiiii g
ke tiiiiitinthtinmininnitihig g
b 111 ety A 0 0 1117
ey i ittt i 331
ke 1T AT AT 11
gt nintiintinanatimiiiminmnige
poidpegi 11 iyttt uitiitiiiinn i e
by 111111111 mmmzzmmmmml“ 111111

Query 792 ciT
sbhict 1036 “ HI?“ 1045

Sekil 4.7. Dizileme sonucunun hCA VI dizisi ile blastlama sonucu
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4.9. IPTG Kullamlarak fstenilen Genin Pilot Ekspresyonu

Icerisinde pET-SUMO-hCA VI plazmitini tastyan E.coli BL21 (DE-3) bakteri hiicreleri,
icinde 50 pL kanamisin bulunan 10 mL’lik LB s1v1 besi yerine inkiibe edildi ve 37°C’de
200 rpm’de bir gece bekletildi. Inkiibasyondan sonra bu kiiltiirden 2’ser mL alinarak
iginde 1 mL kanamisin bulunan 200 mL’lik 2 ayr1 s1v1 besiyerine inkiibe edildi. 2,5 saatlik
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inkiibasyondan sonra 50 mM IPTG stogundan son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde
alinarak erlenlerin birine eklendi ve 2 saat 37°C’de 230 rpm’de ¢alkalandi. Her iki saatte
bir erlenlerden yaklasik 15’er mL 6rnek alindi ve 11000xg’de 10 dakika +4°C’de santrifiij
edildi. Siipernatant atildi. Pelletler daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.
Peletler 500 pL liziz tamponunda ¢oziindii. 3 defa sivi azotla dondurulup 42°C’de
¢oziildii. 4°C’de 23000xg’de 5 dakika numuneler santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve
peletler alindi. Stipernatant SDS-PAGE’de goriintiilendi.

. kbDa
‘ -~180
e |—~130
. |=~100
- - ~70
- ~55
— - ~40
—_— - ~35
_— - ~25
[

=B

<iigl)

Sekil 4.8. IPTG ile indiiklenen ve indiiklenemeyen hiicrelere ait SDS-PAGE fotografi

(M; Standart,

1 numarali kuyu; 2. saatin sonundaki IPTG eklenmemis numune 6rnegi,
2 numaralt kuyu; 2. saatin sonundaki IPTG eklenmis numune 6rnegi,

3 numarali kuyu; 4. saatin sonundaki IPTG eklenmemis numune 6rnegi,
4 numarali kuyu; 4. saatin sonundaki IPTG eklenmis numune 6rnegi,

5 numarali kuyu; 6. saatin sonundaki IPTG eklenmemis numune 6rnegi,
6 numarali kuyu; 6. saatin sonundaki IPTG eklenmis numune drnegi).

4.10. Western Blot Analizi

Western blot analizi ile hedef proteinin rekombinant olarak tiretilip iiretilmedigi kontrol
edildi. IPTG ile indiiklenen E. coli hiicrelerinden elde edilen lizatta rekombinant proteinin
var oldugu goriildi. Kontrol amagli olarak yapilan ve IPTG ile indiiklenmeyen

bakterilerin ise ilgili proteini tiretmedigi tespit edildi (Sekil 4.9).
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1 2
S

Sekil 4.9. Western blot analizi sonucu elde edilen jel goriintiisii

(1; IPTG ile indiiklenen hiicre lizat1, 2; IPTG ile indiiklenmeyen hiicre lizati)

Sekil 4.9°da yaklasik 45 kDa biiyiikligiinde bir bant gézlenmistir. rhCA VII’ye ait
molekiiler agirlik yaklasik 30 kDa olarak hesaplanmaktadir (645 aa X 110 Da). Uretilen
protein SUMO ve 6xHis i¢eren fiizyon protein olduguna gore (SUMO: ~11 kDa ve 6xHis:

4 kDa) jelde elde edilen bant hedef iiriine ait oldugu sonucuna varilabilir.

4.11. Dogal Sartlar Altinda Afinite Kolonundan Proteinin Saflagtirilmasi

8 mL’lik lizat kolona yiiklendi. Baglanma tamponuna 10 mM imidazol konuldu. Kolonun
yikama iglemi yapilarak sonrasinda gradientli olarak 10 uL, 20 uL ve 30 pL imidazol
iceren ellisyon tamponlariyla protein eliie edildi. Eliisyon sonucu 280 nm’deki absorbansi

yiiksek ¢ikan eliiatlar icin SDS-PAGE yapild1 ve proteine ait tek bant goriildii.

KDa L 2 3 4 —IYI_ 5 6 7 8 9
-~180 p—
-0 e $

4 - " 1
-~100 o ey — et s “‘ &

- ~B
- ~40
- ~3)
= ~2

Sekil 4.10. Saflastirilan SUMO-hCA VI enziminin SDS-PAGE fotografi (M; standart, 1-9 nolu
kuyular SUMO-hCA VII fiizyon proteini)
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4.12. Diyaliz

Kolondan alinan numune, diyaliz torbasina alindi ve imidazoliin uzaklastirilmasi igin 5

MM Na-fosfat (pH:8,0) tampon ¢ozeltisine kars1 2 saat diyaliz edildi. Diyaliz islemi

+4°C’de gerceklestirildi.

4.13. SUMO-hCA VII Fiizyon Proteinin SDS-PAGE 1ile Mol Kiitlesinin

Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

Saflagtirilan rekombinant hCA VII enzimi SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve goriintiileme
cihazinda goriintiilenerek fotografi gekildi (Sekil 4.10). Enzim ve her bir standart protein
i¢in jelde yiirime mesafeleri 6lgiildii ve Rf degerleri hesaplandi. R¢- log Mk degerleri ile
grafik cizildi (Sekil 4.11). Grafikten faydalanilarak enzimin molekiil kiitlesi yaklagik

46,77 kDa olarak hesaplandi.

2,5

y =-1,507x + 2,2159
R2=0,9777

log M

Sekil 4.11.

SDS-PAGE ile ¢izilen Rf - log Mk grafigi
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4.14. Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullamlan Standart Grafik

Hem lizatta hem de kolondan alinan eliisyonda bulunan protein miktarini tayin etmek i¢in
Bradford yontemi kullanildi. Bolim 3.5.3’de anlatildigi gibi ¢izilen standart grafik
yardimiyla afinite kromatografisi teknigi kullanilarak yapilan saflastirmayla elde edilen

eliisyonun protein miktari belirlendi.

0,8

0,7 y = 0,0068x
R2=0,997
0,6

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100
pg Protein

Sekil 4.12. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart grafik

Cizelge 4.2. SUMO-hCA VII fiizyon proteinin afinite kolonu ile saflastirma sonuglari
(Esteraz aktivitesi sonuglari)

Saflastirma | Aktivite | Protein | Toplam | Toplam | Toplam | Spesifik | Yiizde | Saflastirma
Basamaklar1 | (EU/mL) | Miktarn | Hacim | Aktivite | Protein | Aktivite | Verim Katsayis1
(mg/mL) | (mL) (EV) (mg) | (EU/mg) | (%)

Lizat 0,84 2,52 8 6,72 | 20,16 | 0,33 100 1

Ni recineli
afinite
kolonundan
saflastirilan | 3,23 0,46 1 3,23 0,46 7,02 | 48,07 21,27
SUMO-
hCAVII
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Cizelge 4.3. SUMO-hCAVII fiizyon proteinin afinite kolonu ile saflagtirma sonuglari
(Hidrataz aktivitesi sonuglar1)

Saflastirma | Aktivite | Protein | Toplam | Toplam | Toplam | Spesifik | Yiizde | Saflastirma
Basamaklar1 | (EU/mL) | Miktarn | Hacim | Aktivite | Protein | Aktivite | Verim Katsayis1
(mg/mL) | (mL) (EV) (mg) | (EU/mg) | (%)

Lizat 40 2,52 8 320 | 20,16 | 15,87 | 100 1

Ni recineli
afinite
kolonundan
saflagtirilan 100 0,46 2 200 0,92 | 217,39 | 62,5 13,69
SUMO-
hCAVII

4.15. Rekombinant hCA VIl Enziminin Karakterizasyon Calismalar ile Tlgili

Sonugclar

4.15.1. Optimum pH bulunmasina yonelik sonuglar

rhCA VII enziminin optimum pH’sin1 belirlemeye yonelik ¢alismada pH’s1 5,0-8,0
araliginda olan 50 mM sodyum fosfat ve pH’s1 7,0-8,5 araliginda olan 50 mM Tris/H2SO4
tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin aktivitesi olgiildii (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5,
Sekil 4.13). Yapilan ¢alismalar neticesinde rhCAVII enzimi i¢in optimum pH’nin 8,0
oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.4. 50 MM Na-Fosfat tampon ¢ozeltisi ile rhCA VII enziminin optimum pH’sin1
belirlemek igin yapilan enzim aktivitesi 6lgiim sonuglari

pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,59
55 0,45
6,0 0,35
6,5 0,29
7,0 0,23
7,5 0,14
8,0 0,11
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Cizelge 4.5. 50 mM Tris/H2SO4 tampon ¢ozeltisi ile rhCA VII enziminin optimum
pH’sin1 belirlemek igin yapilan enzim aktivitesi 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite (EU/mL)
7,0 1,33
7,5 1,97
8,0 2,33
8,5 1,74
25
e NaH2P04/NaOH
2 —@— Tris/H2S04

=
[3)]

Aktivite (EU/mL)
o
ol [

\.\_‘

8

o

SN

pH

Sekil 4.13. rhCA VII enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi ¢alismasi sonucuna
yonelik ¢izilen aktivite-pH grafigi

4.15.2. Optimum iyonik siddetin bulunmasina yonelik sonuclar

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum iyonik siddeti belirlemek amaciyla
Tris/H2S04 tamponunun optimum pH’daki 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900
ve 1000 mM’lik tampon ¢ozeltileri hazirlandi. rhCA VII enzimi aktivite dlgtimleri farkli
Tris/H2SO4 konsantrasyonlarinda yapildi ve Tris/H2SO4 konsantrasyonuna (mM) karsi
aktivite degerlerinden (EU/mL) olusan grafik cizildi (Cizelge 4.6, Sekil 4.14). Yapilan
calismalar sonucu rhCA VII enzimi i¢in optimum iyonik siddetin 800 mM Tris/H2SO4
tampon ¢ozeltisi oldugu tespit edildi.
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Cizelge 4.6. rhCA VIl enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in Tris/H2SO4
tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

[Tris/H2SO4] (mM) Aktivite (EU/mL)

100 3,65

200 3,83

300 4,02

400 427

500 447

600 4,69

700 4,84

800 6,02

900 5,73

1000 5,22
6,5
6
g 55
E 5
Z 45
E 4
< 35
3

0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2
Iyonik Siddet (mM)

Sekil 4.14. Degisik konsantrasyonlardaki pH:8,0 olan Tris/H2SO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak
rhCA VII enziminin optimum iyonik siddetin belirlenmesi igin ¢izilen iyonik siddet-aktivite
grafigi

4.15.3. Optimum sicakhigin bulunmasina yonelik sonugclar

rhCA VIl enziminin optimum sicakligin1 belirlemek i¢in optimum pH ve optimum iyonik
siddete sahip tampon ¢ozelti kullanildi. 0°C-70°C arasinda 10°C’lik sicaklik farki
olusturarak enzim aktivite 6l¢timii yapildi (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.15). Sonug olarak rhCA
VIl enzimi i¢in optimum sicakligin 50°C oldugu tespit edildi.
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Cizelge 4.7. rhCA VII enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in yapilan sicaklik-
aktivite 6l¢liim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,17
10 0,29
20 0,41
30 0,54
40 0,73
50 0,90
60 -
70 -
1
0,9
0,8
=5 07
£ 06
o 05
o 04
2 03
< 02
0,1
0
0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik (°C)

Sekil 4.15. rhCA VIl enzimi i¢in optimum sicakligi belirlemek i¢in gizilen gizilen
sicaklik-aktivite grafigi

4.15.4. Aktivasyon enerjisi (Ea), aktivasyon entalpisi (AH) ve Q10 degerlerinin

belirlenmesine yonelik sonuclar

rhCA VII enzimi i¢in optimum sicaklik ¢aligmalarinda elde edilen aktivite degerlerinin
logaritmalar1 almarak log k™/T grafikleri ¢izildi. Bu grafikten faydalanilarak Arhenius
egrisi elde edildi. Sonuglar Cizelge 4.8 ve Sekil 4.16°de gosterildigi gibidir. Bu dlgiimler
sonucunda Ea:1,843 kcal/mol, AH:1,199 kcal/mol ve Q10:1,4 olarak belirlendi.
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Cizelge 4.8. (hCA VIl enzimi igin aktivite l¢limiiniin logaritma degerleri

1/T x 1000 K1 log k
3,09 -0,05
3,19 -0,14
3,30 -0,27
3,41 -0,39
3,53 -0,54
3,66 -0,77
0 -
0,1
0,2 -
03
X 04 1 0 y = -1,2469% + 3,8398
2 -0,5 1 R?=0,9823
~ 061 S05 \
0,7
-0,8 A -1 :
-0,9 1 3,05 3,55
1 1T x IZI.OOO K1 | | |
2,9 3,1 3,3 3,5 3,7
1/T x 1000 K1

Sekil 4.16. rhCA VII enzim aktivitesinin sicakliga bagl olarak degisim grafigi

4.16. PNF Substrati i¢cin Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasia Yénelik Calisma

Sonuclan

rhCA VII enziminin Ky ve Vmax degerlerinin belirlenmesinde substrat olarak kullanilan
PNF ¢ozeltisinden en az bes farklit PNF konsantrasyonu (50 pnL, 100 pL, 150 uL, 200 pL,
250 pL) kullanildi ve optimum sartlar altinda aktivite dl¢timleri gergeklestirildi. Elde
edilen sonuclarla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve grafik denklemiyle Ky ve Vmax

degerlerini bulmak i¢in hesaplama yapildi.

rhCA VII enziminin Km ve Vmax degerlerini belirlemek tizere boliim 3.5.7.e’de bahsedilen
calisma yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.17°da gosterildi. Bu calismalar sonucu
Kwm:1,36 MM ve Vmax:0,405 EU/mL olarak hesaplandi.
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30

1/V (EU/mL)

U[PNF] (mM1)

Sekil 4.17. rhCA VII enzimi i¢in 5 farkli PNF konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-
Burk grafigi

4.17. rhCA VIl Enzim Aktivitesi Uzerine Baz Antibiyotiklerin Etkilerinin

Belirlenmesine Yonelik Calisma Sonuclar:

Grafik denkleminde yarigmali inhibisyon i¢in;

Kyl =K ><(1+m
M M Ki

formiilii ile Ki hesaplanirken, yarismasiz ve yar1 yarismali inhibisyon i¢in ise;

V
Vmaxl — max
o
K;

formiilii kullanilarak Kjdegeri hesaplandi.

Bu ¢alismada bakteri tarafindan tiretilen ve saflastirilan rhCA VI enzim aktivitesi tizerine

bazi antibiyotiklerin inhibisyon etkisi in vitro sartlar altinda arastirildu.
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Cizelge 4.9. rhCA VIl enzim aktivitesi iizerine ampisilin sodyumun etkisi

%Aktivite [Ampisilin sodyum] mM
100 0
72,41 6,7
65,52 10,05
51,72 134
44,83 16,75
34,48 20,1
100
y = 100e0.05¢
90 R?=0,9842
80
70
£ 60
=
£ 50
<
S 40
o
30
20
10
0
0 10 15 20 25
[Ampisilin sodyum] (mM)

Sekil 4.18. Ampisilin sodyumun rhCA VII enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.10. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine piperasilin sodyumun etkisi

%Aktivite [Piperasilin sodyum] mM
100 0
84,62 0,83
61,54 2,49
46,15 4,15
34,62 6,64
26,92 8,3
100
90 y= 1008-0,164x
R2=0,9857
80
70
£ 60
=2
£ 50
<
X 40
30
20
10
0
0 2 4 6 8 10
[Piperasilin sodyum] (mM)

Sekil 4.19. Piperasilin sodyumun rhCA VII enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.11. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine amoksisilinin etkisi

%Aktivite [Amoksisilin] mM
100 0
85 0,009
75 0,023
60 0,046
45 0,068
35 0,091
100 11,61
y = 100e-11.61x
%0 R2=0,9944
80
70
2 60
=
£ 50
<
¥ 40
30
20
10
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
[Amoksisilin] (mM)

Sekil 4.20. Amoksisilinin rhCA VI enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.12. rhCA VII enzim aktivitesi tizerine sefazolin sodyumun etkisi

%Aktivite [Sefazolin sodyum] mM
100 0
87,80 6,5
73,08 13
53,85 26
46,15 39
38,46 52

100 o
y = 100e-0.02x
%0 R? =0,9726
80
70
£ 60
=
£ 50
<
¥ 40 ®
30
20
10
0

10 20 30 40 50
[Sefazolin sodyum] (mM)

60

Sekil 4.21. Sefazolin sodyumun rhCA VI enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.13. rhCA VII enzim aktivitesi {izerine sefuroksim sodyumun etkisi

%Aktivite [Sefuroksim sodyum] mM
100 0
88 0,567
64 2,835
50 5,670
38 7,088
30 8,505
100
y= 100g-0.137x
%0 R2=0,9871
80
70
L, 60
E 50
< 40
g 30
20
10
0

0 2 4 6 8 10
[Sefuroksim Sodyum] (mM)

Sekil 4.22. Sefuroksim sodyumun rhCA VII enzim aktivitesi tizerine etkisi




102

Cizelge 4.14. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine seftriakson sodyumun etkisi

%Aktivite [Seftriakson sodyum] mM
100 0
77,01 22,54
64,17 33,81
52,94 45,08
48,66 56,35
43,32 67,62

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

y = 100e70013
R2=0,9894

% Aktivite

0 10 20 30 40 50 60 70 80

[Seftriakson sodyum] (mM)

Sekil 4.23. Seftriakson sodyumun rhCA VI enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.15. rhCA VII enzim aktivitesi tizerine sefoperazon sodyumun etkisi

%Aktivite [Sefoperazon sodyum] mM
100 0
69,69 0,30
57,58 0,45
45,45 0,60
33,33 0,75
24,24 0,90
100 y = 100e-1447x
90 R2=0,9733
80
70
£ o0
£ 50
<
S 40
30
20
10
0

0 0,2 0,4 0,6 08 1

[Sefoperazon sodyum] (mM)

Sekil 4.24. Sefoperazon sodyumun rhCA VII enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.16. rhCA VIl enzim aktivitesi lizerine amikasin siilfatin etkisi

%Aktivite [Amikasin Siilfat] mM
100 0
84,38 0,73
71,88 1,46
51,2 3,65
37,5 5,48
29,69 7,3
100 y = 100e-0175
90 R2=0,9871
80
70
£ 60
=
£ 50
<
¥ 40
30
20
10
0
0 1 2 3 4 5 6 7
[Amikasin Siilfat] (mM)

Sekil 4.25. Amikasin siilfatin rhCA VI enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.17. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine kanamisin siilfatin etkisi

%Aktivite [Kanamisin siilfat] mM
100 0
82,22 0,026
66,67 0,052
48,89 0,077
42,22 0,103
33,33 0,129
100
90 y= 100g-8529x
80 R?=0,9933
70
£ o0
£ 50
<
S 40
30
20
10
0

0 0,02

0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

[Kanamisin Siilfat] (mM)

0,14

Sekil 4.26. Kanamisin siilfatin rhCA VIl enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.18. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine gentamisin siilfatin etkisi

%Aktivite [Gentamisin siilfat] mM
100 0
87,80 0,7
78,05 1,4
53,66 2,8
43,9 4,2
34,15 5,6
100
90 y = 100e70:197
80 R2=0,9925
70
£ 60
=
£ 50
<
S 40
30
20
10
0
0 1 2 3 4 5

[Gentamisin siilfat] (mM)

Sekil 4.27. Gentamisin siilfatin rhCA VIl enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.19. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine tobramisinin etkisi

%0 Aktivite [Tobramisin] mM
100 0
84,85 0,0064
63,64 0,0321
45,45 0,0647
30,30 0,9630
24,24 0,1284
100
90 y = 100e-11.73
80 R>=0,9831
70
£ 60
g 50
<
S 40
30
20
10
0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

[Tobramisin] (mM)

Sekil 4.28. Tobramisinin rhCA VIl enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.20. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine rifamisin sodyumun etkisi

%Aktivite [Rifamisin sodyum] mM
100 0
82 0,000116
72 0,000348
46 0,000580
36 0,000812
24 0,001160
100
90 100 1241
y = 100e 24
80 R = 0,0884
70 o
£ 60
=
2 50
<
S 40
30
20
10
0
0 0,002 0,004 0,0006 0,008 0,001 0,0012 0,0014
[Rifamisin sodyum] (mM)

Sekil 4.29. Rifamisin sodyumun rhCA VII enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.21. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine vankomisin HCI’in etkisi

%Aktivite [Vankomisin HCI] mM
100 0
81,25 0,0202
54,17 0,0404
47,92 0,0606
31,25 0,0808
25 0,1010
100 y =100e %7
% R2=0,9857
80
70
£ 60
=
£ 50
<
S 40
30
20
10
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12
[Vankomisin HCI] (mM)

Sekil 4.30. Vankomisin HCI’in rhCA VII enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.22. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine teikoplaninin etkisi

%0 Aktivite [Teikoplanin] mM
100 0
64,58 0,355
56,25 0,497
47,92 0,710
35,42 0,852
31,25 1,065
100 y= 100e1.128x
R2=0,9852
90
80
70
£ o0
£ 50
<
S 40
30
20
10
0
0 0,2 0,4 06 0,8 1
[Teikoplanin] (mM)

Sekil 4.31. Teikoplaninin rhCA VII enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.23. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine linkomisin HCI’in etkisi

%Aktivite [Linkomisin HCI] mM
100 0
78,43 3,385
70,59 4,739
50,98 6,770
41,18 10,155
33,33 13,540
100 y= 1ooe-0,084x
90 R2=0,9794
80
70
£ 60
£ 50
<
S 40
30
20
10
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
[Linkomisin HCI] (mM)

Sekil 4.32. Linkomisin HCI’in rhCA VII enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.24. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine klindamisin fosfatin etkisi

%Aktivite [Klindamisin fosfat] mM
100 0
77,08 2,97
58,33 5,94
50 8,91
35,44 11,88
22,92 14,85
100
90 y = 10060091
80 R?=0,9784
70
£ 60
=
£ 50
<
S 40
30
20
10
0

4 6 8 10 12 14 16
[Klindamisin fosfat] (mM)

Sekil 4.33. Klindamisin fosfatin rhCA VI enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 4.34. rhCA VII enzim aktivitesi iizerine ampisilin sodyumun Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.35. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine piperasilin sodyumun Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.36. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine amoksisilinin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.37. rhCA VII enzim aktivitesi tizerine sefazolin sodyumun Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.38. rhCA VII enzim aktivitesi tizerine sefuroksim sodyumun Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.39. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine seftriakson sodyumun Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.40. rhCA VII enzim aktivitesi iizerine sefoperazon sodyumun Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.41. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine amikasin siilfatin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.42. rhCA VII enzim aktivitesi {izerine kanamisin silfatin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.43. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine gentamisin sodyumun Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.44. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine tobramisinin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.45. rhCA VII enzim aktivitesi tizerine rifamisin sodyumun Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.46. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine vankomisin HCI’in Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.47. rhCA VIl enzim aktivitesi lizerine teikoplaninin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.48. rhCA VII enzim aktivitesi tizerine linkomisin HCI’in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.49. rhCA VII enzim aktivitesi lizerine klindamisin fosfatin Lineweaver-Burk
grafigi
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Cizelge 4.25. rhCA VIl enzimi i¢in bulunan ICsg degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon
tiirleri

Antibiyotik Tiiri ICso (mM)  Ortalama Ki (mM)  inhibisyon Tiirii
Ampisilin sodyum 13,86 8,46 + 6,06 Yar1 yarismali
Piperasilin sodyum 4,23 7,78 +£4,92 Yarigsmasiz
Amoksisilin 0,06 0,0006 + 0,00008 Yar1 yarigmali
Sefazolin sodyum 34,65 4,95 + 0,893 Yari yarigmali
Sefuroksim sodyum 5,06 534+1,01 Yar1 yarigmali
Seftriakson sodyum 53,32 157,6 + 28,618 Yarigsmasiz
Sefoperazon sodyum 0,48 0,304 + 0,211 Yari yarigmali
Amikasin sulfat 3,96 8,27+1,73 Yarigsmasiz
Kanamisin stilfat 0,081 0,032 +0,0022 Yarigsmali
Gentamisin siilfat 3,52 0,73 +0,219 Yar1 yarigmali
Tobramisin 0,059 0,012 + 0,005 Yari yarigmali
Netilmisin - - -

Siprofloksasin - - -
Levofloksasin - - -
Ofloksasin - - -
Moksofloksasin - - -

Rifamisin sodyum 0,00056 0,000293 +0,000163 Yarigsmali
Vankomisin HCI 0,051 0,078 +£0,0278 Yarigsmasiz
Teikoplanin 0,614 0,89 +0,143 Yarigmasiz
Linkomisin HCI 8,25 9,52 + 3,09 Yarigsmali
Klindamisin fosfat 7,62 1,798 + 0,299 Yar1 yarigmali
Ornidazol - - -

Metronidazol - - -
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5. TARTISMA ve SONUC

Epilepsi, yaygin olarak goriilen norolojik bozukluklardan biridir. Nobetlerin meydana
geldigi tetikleyici mekanizmalar belirsizdir. Ancak bu durum iyonik kompozisyondaki
hizli bir degisiklikle iliskilidir, bunlar arasinda hiicre i¢i potasyum konsantrasyonu ve
beyindeki pH degisimleri de yer alir. Hiicre i¢i bosluklarin pH tamponlamasi esas olarak
CO2/HCOs3 sistemi tarafindan gergeklestirilir ve bu denge karbonik anhidraz (CA, EC
4.2.1.1) enzimi tarafindan Katalizlenir. Epilepsi, migren ve diger merkezi sinir sistemi
bozukluklarinin tedavisi i¢in antiepileptik ilaglar (AED), asetazolamid (AAZ), zonisamid
(ZNS), topiramat (TPM) ve lakosamid (LAC) gibi bazi CA inhibitérleri klinik olarak
kullanilmaktadir. Ancak, CA inhibisyonu ve nobetler arasindaki baglanti esas olarak
anlagilamamistir. Clinkii beyinde birgok CA izoformu (CA'lar; I, I1, 111, 1V, VB, VII, VIII,
X, XI, XII ve XIV) bulunmaktadir. Karbonik anhidraz enzim ailesi sinifindan CA 11, CA
VIl ve CA XIV gibi birgoklarinin epileptiform aktiviteye katkilarinin oldugu
bilinmektedir. Bu yiizden bu enzimlerin spesifik inhibitorlerini bulmak giiniimiizde 6nem

arz etmektedir (Hen et al. 2011).

Anlatildig1 tizere karbonik anhidraz enzim ailesi canlilar i¢in hayati rol tistlenmektedir.
Bundan dolay1 bu enzimler iizerinde yapilan ¢alismalar, bu enzimin metabolizmadaki
roliiniin anlasilmasi ve spesifik inhibitorlerin gelistirilmesi agisindan oldukga 6nem teskil

etmektedir. Dolayisiyla yapmis oldugumuz bu ¢alismanin 6nemi gayet agiktir.

Bu c¢alismada ilk olarak insan karbonik anhidraz VII (hCA VII) geninin insan beyin
c¢DNA’s1 kullanilarak klonlanmasi ve E.coli bakterisinde bu izoenzimin ekspresyonunun
gerceklestirilmesi amaglandi. Bu sebeple gene 6zgii primerler kullanimiyla kaynak
dokuya ait olan cDNA kiitiiphanesi yardimiyla bu izoenzimi kodlayan ilgili genin
izolasyonu gerceklestirildi. Bir seri reaksiyonlar ve yapilan deneyler sonucunda elde
edilen gen bolgesi tasiyict bir vektore transfer edildi. Bunu takiben meydana gelen
rekombinant vektor, konaga transfer edildi ve ekspresyonla iiretilmesi hedeflenen
enzimin iiretimi gergeklestirildi. Uretilen enzim, belli uygun yontemlerin kullanilmasiyla

hiicreden alinarak kromatagrafik bir teknik yardimiyla saflastirildi ve daha sonra da
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enzim i¢in karakterizasyon ¢alismalar1 yapildi. Elde edilen saf enzimin aktivitesi iizerine

cesitli antibiyotiklerin in vitro etkilerinin arastiritlmasi amaglandi.

Yaptigimiz c¢alismada klonlama ve ekspresyon islemlerinde pET SUMO vektori
kullanildi. SUMO proteinleri, ubikuitinler gibi hedef proteine konjuge olmadan once
oncii bir formda sentezlenebilirler. Ubikuitinlerin bir proteine hedeflenmesi ile onun
degredasyonu amaciyla, SUMO hedeflemesi yapilan protein tizerinde niikleer transport,
transkripsiyonel regiilasyon ve protein kararliligi gibi hiicresel islemler bu iki grup
arasindaki temel farktir (Boggio et al. 2004). Ozellikle E. coli gibi diisiik seviyeli
konaklarda karsilasilan en Oonemli sorunlarin basinda, verimli ve ¢oziinebilir formda
rekombinant protein tiretimi gelmektedir (Wang et al. 2010). Bu problemden kurtulmak
i¢in fiizyon proteinlerinin kullanimi, promotor alterasyonu ve saperon ko-ekspresyonu
gibi yaklasimlar genellikle tercih edilmektedir. Fiizyon proteinleri hedef proteinin
ekspresyonunu ve diizgiin katlanmasini saglamasina ek olarak ilgili proteini
degredasyondan korur, saflastirma ve tespit islemlerinde de kolaylik saglar. Bu nedenle

rekombinant iiretim tekniklerinde oldukga sik bir sekilde tercih edilmeye baslanmustir.

Caligmaya ilk olarak insan beyin cDNA’s1 Clontech firmasindan ticari olarak satin
almayla baglanildi. hCA VII enziminin gen bdlgesi, gene spesifik primerlerle PCR islemi
ile ¢ogaltilarak ligasyon islemiyle pET SUMO klonlama vektoriine klonlandi. hCA VII
enziminin gen bolgesini i¢eren klonlama vektoril 1s1 soku uygulamasiyla E.coli (One
Shot® Mach1™-T1R) hiicresine transforme edildi ve farkli miktarlarda (100 pL ve 200
puL olacak sekilde) yayma islemi yapilan petriler iizerinde koloniler gozlendi. Bu
koloniler ile capraz PCR ve plazmit izolasyonu yapildi. Klonlanan gen bdlgesinin DNA
dizi analizi yapilarak klonlamanin dogru olup-olmadigi kontrol edildi. Dizi analizi sonucu
1068 bg’lik PCR amplifikasyon iiriiniiniin hCA VII oldugu dogrulanip, PCR’a iglemiyle
meydana gelmis herhangi bir mutasyonun olmadigi goriildii. Elde edilen diziler NCBI
(National Center for Biotechnology Information)’a ait internet adresi kullanilarak
biyoinformatik olarak karsilastirildi. DNA dizi analizi ile dogrulugu kanitlanan hCA VII
enziminin gen bolgesi ekspresse edilmek maksatiyla pET-SUMO ekspresyon vektoriine

aktarildi. T7 promoter sistemi ile baslatilmasi i¢in, hCA VII genini tagiyan pET-SUMO



124

plazmiti 1s1 soku uygulamasi ile E.coli BL21 (DE-3) hiicrelerine transforme edildi. Bu
hiicreler T7 RNA polimeraz genine sahiptirler. Ayrica IPTG (izopropiltiyogalaktozid) ile
indiiklenebilirler. Sentezlenen proteinin degrede edebilen bazi proteazlar agisindan
eksiktir. Bu 6zellikleri g6z 6niinde bulundurularak ¢alismamizda protein iiretimi i¢in pET

ekspresyon sistemine uygun olan bu soy tercih edilmistir.

IPTG ile indiiklenen enzimlerin ekspresyon profilleri belirlenme ¢aligsmalar1 yapilmistir.
Western blot yontemi kullanilarak enzimlerin IPTG varliginda ekspresyonlari teyit
edilmistir. Yaklasik 100 aa’ten olusmakta olan SUMO’nun molekiiler agirligi 11 ila 20
kDa civarlarinda tespit edilmistir (Marblestone et al. 2006; Herrmann et al. 2007).
Yaptigimiz c¢alismamizda western blot analizi sonucu jel goriintiisii (Sekil 4.16)
incelendiginde hedef proteinlerin tizerindeki fiizyon eki ve His kuyrugunun oldugu da
hesaba katildiginda His antikoru ile elde edilen yaklasik 45 kDa’luk bandin rekombinant

hCA VII enzimi i¢in dogru oldugu sonucunu vermektedir.

Rekombinant proteinler E.coli’de bazen dogru bir sekilde katlanamayabilir ve cogunlukla
birgok hayvan proteininde var olan disiilfit baglarini sentezleyemeyebilirler. Proteinin {i¢
boyutlu yapisinin diizgiin olusmamasi durumunda ortamda inkliizyon cisimcikleri ad1
verilen ¢Oziinmez agregatlar olusmaktadir. Bunun sonucunda proteinin biyolojik
aktivitesinde sorunlar meydana gelmektedir. Proteinin inkliizyon cisimciklerinden geri
kazanimi sirasinda sorun olugsmamaktadir, ancak deney tiipti igerisinde proteini dogru

katlandirmak oldukca zor bir siiregtir.

Saflastirma islemi i¢in afinite kolon kromatografisi kullanildi. Vektoriimiiziin yapisinda
bulunan 6xHistidin kuyruklar1 dortlii koordinasyon bolgesi olusturan nitriloasetik asite
(NTA) immobilize Ni?* metal iyonlarma etkili bir sekilde bagland: ve bu sayede istenilen
protein kolon materyaline tutundu. Numune kolona tatbik edildikten sonra ortamda
bulunan safsizliklarin uzaklastirilmasi i¢in, kolon farkli oranlarda imidazol igeren
tamponlarla gradientli olarak yikandi. Pilot ekspresyonun denemesinde IPTG bulunduran
ve IPTG bulundurmayan s1v1 besi yerlerinde deney sartlar1 olusturuldu. Kontrol grubu ile

deney grubu aymi sartlar altinda gelistirildi. ODgpo=0,6-0,8 oluncaya kadar kiiltiir
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bliylimeye birakildi. Yeterli bakteri konsantrasyonuna ulasildiktan sonra protein
ekspresyonunun gerceklesmesi icin 1 mM izopropiltiyogalaktozid (IPTG) bakteri
kiltiiriine eklendi. Kiltiir 37°C’de 260 rpm’de ekstra 8 saat inkiibasyona birakildi.
Boylece ekspresyonun gergeklesmesine tesvik edildi. 2 saatte bir numune 6rnegi alindi.
Ekspresyon sonrasi bakteri hiicreleri lizis edilerek ham ekstraktlar SDS-PAGE ile kontrol

edildi. Sonugta IPTG igeren deney grubunda hCA VII enziminin ekspresyonu gézlendi.

Saflastirma isleminde ekspresyon sonrasi besiyerleri santrifiij edilerek pelletler alindi.
Pelletler sivi azotla dondurma-¢dzme yontemi kullanilarak parcalandi. Par¢alama islemi
sonucunda ortama DNA fragmentleri karisip lizatin viskoz yapida olmasini saglamasiyla
saflastirma isleminde sikintilar olusturulabilir. Bunun oniline ge¢mek igin ortama ya
DNAse eklendi. Cozeltide bulunan tuzlari uzaklastirmak igin 3 saat diyaliz islemi yapilda.
Saflagtirma islemi icin nikel selatlayici regine kullanildi. Afinite kromatografisi ile
gerceklestirilen saflastirma islemi kullanigli, basit, hizli ve yliksek verime sahip olmasi

bakimindan tercih edilmektedir (Hall and Schaer 1983; Bursal 2009).

Kolon yapisinda bulunan metal iyonlarina baglanan enzim imidazol ilavesiyle kolondan
eliie edildi. Eliisyonda histidin ile etiketlenen protein i¢in yarigmali inhibitor 6zelligi
sergileyen imidazol kullanilmistir. rhCA VII enziminin aktivitesini belirlemek i¢in hem
esteraz hem de hidrataz yontemleri kullanildi. Esteraz yonteminde substrat olarak p-
nitrofenil asetat (PNF) kullanildi. Bu madde imidazol tarafindan hidroliz edilmektedir.
Buna bagli olarak ortamda enzim olmadiginda da hidroliz sonucu olarak aktivite
goriilmektedir. Bu durum rekombinant hCA VII aktivitesinde anormal diizeyde artisa
sebep olmaktadir. Bu durumu ortadan kaldirmak i¢in enzim ¢ozeltisi diyaliz edilerek
ortamdaki imidazoliin uzaklastirilmasi saglanmistir. Baska bir yontem olarak da enzim
cozeltisinin kolondan gradientli olarak pH degerleri diisiiriilmesi ile eliie edilmesi
yontemidir. Bu yoOntemle histidinlerin protonlanmasi saglanilip nikel reginesi igin

afinitesi azaltilarak enzim kolondan eliie edildi.

Rekombinant DNA teknolojisi kullanarak elde ettigimiz rhCA VII enziminin molekiil
kiitlesini tayin etmek amaciyla SDS-PAGE metodundan yararlanildi. SDS-PAGE’de
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fiizyon proteini ile birlikte kiitlesi bilinen standart protein numuneleri ayn1 zamanda
yiritildi ve Sekil 4.9°da gosterilen jel elde edildi. Mevcut jelde tek bandin goriilmesi
flizyon proteininin saf oldugunu gostermektedir. Daha sonra Sekil 4.10°da verildigi lizere
Rf-log Mk standart grafigi cizilerek SUMO-hCA VII enziminin molekiil kiitlesi
belirlendi. CA enziminin molekiil kiitlesi yaklagik 30 kDa’dur. Yaklasik 100 aminoasitten
olusan SUMO’nun molekiiler agirligi 11 ila 20 kDa civarlarindadir. (Marblestone et al.
2006; Dorval and Fraser 2006; Herrmann et al. 2007). Bu duruma istinaden SUMO-hCA
VII proteini molekiil kiitlesi yaklasik olarak 45 kDa civarlarinda olmasi1 beklenmektedir.

Calismamizda SUMO-hCA VII enziminin molekiil kiitlesi 46,77 kDa olarak belirlendi.

Bilindigi gibi enzimleri saflastirmak zor bir siiregtir. Enzimler protein yapisindaki
makromolekiiller olmalar1 nedeniyle sartlarin degismesine karsi hassastirlar. Bu nedenle
bir ¢ozeltideki enzim varligi, enzimin etki gdsterdigi substrat molekiilii veya reaksiyon
sonucu meydana gelen iiriin ya da enzimatik reaksiyona onciiliikk eden diger parametreler
tizerinden belirlenmektedir. Enzimlerin aktivitesi {izerine etki eden faktorler arasinda,
enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, sicaklik, pH, allosterik etkiler, iyonik

siddet, inhibitor veya aktivatorlerin varligi sayilabilir.

Hiicresel metabolizma, canlinin hareketlerine izin veren gerekli reaksiyon serilerini igerir.
Hiicredeki bu reaksiyon serilerine metabolik yollar denir. Metabolik yolaklarin
organizmadaki metabolik agin gergek islevsel birimleri oldugu iyi bilinmektedir
(Schilling et al. 2000). Bu agidan, herhangi bir yolda goriilen bir bozukluk, tim
metabolizmada artan bir kartopu etkisi yaratir. Hemen hemen tiim metabolik
reaksiyonlar, reaksiyonun hizli ve etkili olmasini saglamak i¢in gesitli enzimler tarafindan
katalize edilir. Enzimlerin eksikligi, inhibisyonu veya aktivasyonu, enzimin
gerceklestirdigi metabolik yolu ve buna bagli olarak da tiim metabolik sistemi etkiler. Bu
nedenle, enzim-ilag etkilesimi calismalar1 her zaman gz éniinde bulundurulur. ilaglarin,
kimyasallarin veya bunlarin metabolitlerinin mekanizmalari, metabolizma i¢indeki enzim
faaliyetlerini etkilemek suretiyle ytiriitiiliir. Ciinkii enzimler ksenobiyotiklerden dogrudan

veya dolayli olarak etkilenmektedir.
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Son yillarda yapilan ¢alismalar, CA inhibitorlerinin belirlenmesinin normal ve hastalik
stireglerindeki rolleri anlamak agisindan muazzam bir degere sahip oldugunu
gostermektedir. Bu da daha giiglii CA inhibitorlerinin sentezlenmesi ¢alismalarini tesvik
etmistir. Bu nedenle bugiin bir¢cok arastirmaci giiclii ve spesifik CA inhibitorleri

gelistirmek icin caligmaktadir.

Her enzimin optimal sartlarda enzimin kendisine 6zgli substratinin en ¢ok degisiklige
ugratildigr belirli bir sicaklik degeri bulunmaktadir. Bu sicaklik degerine s6z konusu
enzimin ‘optimum sicakligi’ denilmektedir. rhCA VII enzim aktivitesinin optimum
sicaklik degerlerinin belirlenmesi amaciyla dijital su banyosu kullanilarak 0°C ile 50°C
arasinda 10°C sicaklik farki olusturularak gergeklestirildi ve rhCA VIl enzimi igin
optimum sicaklik 50°C olarak belirlendi. Enzimin optimum sicaklik degerinden
yaralanilarak AH:1,199 kcal/mol, Ea:1,843 kcal/mol ve Q10:1,4 olarak belirlendi. Ayrica
rhCA VII enzimi igin optimum pH Tris/H2SO4 tamponuyla pH:8,0 olarak, optimum
iyonik siddet ise 800 mM olarak belirlendi.

Tez ¢alismamiz kapsaminda, hCA VII enzimi klonlanmis, E.coli’de eksprese edilip
saflastirilmistir.  Saflagtirma islemi nikel regineli afinite kromatografisi teknigini
kullanarak gergeklestirilmistir. Bu yontem sonucunda rhCA VII enzimi 7,02 EU/mg
spesifik aktivite, %48,07 verimle yaklasik 21 kat saflastiriimistir.

CA inhibitorlerinin 6nemi ve yapilan literatiir aragtirmalart sonucunda CA VI izoenzimi
tizerine yapilan ¢alismalarda, enzimlerin tibbi ilaglarla etkilesimi {izerine ¢aligmalara
rastlanilmamistir. Calismamizda tibbi uygulama da yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerin in vitro sartlarda inhibisyon etkileri incelenmistir. Calismada segilen
antibiyotiklerin hCA VII izoenzimi tizerine etkilerinin arastirildigi higbir literatiir

bilgisine rastlanmamustir.

Literatiirde, degisik kaynaklardan saflastirllmis farkli enzimlerin antibiyotiklerle
etkilesimleri ile ilgili calismalar giinden giine artmaktadir. Ornegin; insan serumundan

saflagtirllan PON1 enzimi iizerine antibiyotiklerin etkisi incelenmistir. Ki degerlerine
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gore kiiciikkten biiylige dogru antibiyotiklarin siralanisi; teikoplanin > rifamisin >
tobramisin > seftriakson sodyum > sefuroksim sodyum > seftazidim pentahidrat >

ornidazol > amikasin siilfat seklinde bulunmustur (Ekinci and Beydemir 2009).

Seftriakson sodyum, imipenem ve ornidazol gibi bazi antibiyotiklerin insan karbonik
anhidraz izoenzimleri I ve II'nin enzimatik aktivitesi tizerindeki in vitro inhibitor etkileri
incelenmis ve antibiyotiklerin bu izoenzimleri ¢ok diisiik oranlarda inhibe ettigi tespit

edilmistir (Ekinci et al. 2007).

Antibiyotiklerin enzimler iizerine etkisini inceleyen baska bir ¢alismada, sefalosporin
smifinda bulunan sefoperazon, sefazolin, sefuroksim, seftazidim ve seftriakson
antibiyotiklerinin koyun bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz (AR) ve sorbitol
dehidrogenaz (SDH) enzimleri iizerine inhibisyon etkileri incelenmistir. AR enzimi
caligilan ilaglar tarafindan inhibe edilirken, SDH enzimi yalnizca sefuroksim tarafindan

inhibe edilmistir (Sengiil and Beydemir 2017).

Yapilan bir baska calismada koyun karacigerinden saflastirilan alkol dehidrogenaz
enzimi tizerine kanamisin siilfat, amikasin sulfat, gentamisin, linkomisin, ve klindamisin
antibiyotiklerinin etkisi incelenmistir. Bu antibiyotiklerin I1Cso degerleri sirastyla, 43.31,
36.47, 20.38, 18.73 ve 1.31 mM olarak bulunmustur. En iyi inhibisyon etkisini
klindamisin antibiyotigi gostermistir (Demir et al. 2017).

Calismamizda rhCA VII enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren antibiyotikler i¢in K;
sabitlerinin ve inhibisyon tiplerinin belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafikleri
kullanildi (Lineweaver and Burk 1934). Sonuglarin hassas bulunabilmesi i¢in her
inhibitorlii ¢alisma igin 3 farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri

elde edilmistir. Grafik ¢iziminde Microsoft-Excel programindan faydalanilmigtir.

ICso degeri, enzim aktivitesini yartya digiiren inhibitér konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. rhCA VIl enzimi aktivitesi {izerine yaptigimiz inhibisyon

caligmalarinda herbir inhibitor i¢in ICsg degerleri hesaplanarak belirlendi. Calismamizda
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en yiiksek inhibisyonu ICsg degeri 0,56 uM olan rifamisin sodyum gdstermistir. Bu
bilesigi ICso degerleri sirasiyla 51 uM ve 59 uM olan vankomisin HCI ve tobramisin
bilesikleri izlemektedir. rhCA VII enzimi aktivitesi iizerine c¢alisilan inhibit6rlerin
biiyiikliikleri biiylikten kiiglige dogru siralamasi su sekildedir; rifamisin sodyum >
vankomisin HCI > tobramisin > amoksisilin > kanamisin siilfat > teikoplanin >
gentamisin siilfat > amikasin siilfat > piperasilin sodyum > sefuroksim sodyum >
klindamisin fosfat > linkomisin HCI > ampisilin sodyum > sefazolin sodyum >
seftriakson sodyum. Calisilan bilesikler i¢erisinde rifamisin sodyum bilesiginin giiglii bir

rhCA VII inhibitorii oldugu sonucuna varilabilir.

Inhibisyon ¢alismalarimizin sonuglarina, gore rifamisin, rhCA VIl enzimi iizerine yiiksek
oranda inhibisyon etkisi gostermistir. Rifamisinde bulunan hidroksil ve metil gruplarinin
etkili bir inhibisyon sagladigin1 diisiinmekteyiz. Amoksilin ve ampisilin ilaglarinin
kimyasal yapilarmin tek bir hidroksil iyonu haricinde tamamen ayni oldugu halde
inhibisyon oranlarinin olduk¢a farkli oldugunu goézlemledik. ICso degerlerine gore
kiyaslama yapildiginda amoksilin, ampisilinden 231 kat daha fazla inhibisyon etkisi
gostermistir. Bu durumda hidroksil iyonunun rhCA VII enzimi igin etkili bir inhibisyon

sagladig1 sonucuna varilmaistir.

Sefalosporin grubu kendi i¢inde kiyaslandiginda, sefaperazon sodyumun grupta bulunan
diger antibitotiklerle gore en iyi inhibisyon etkisi gostermistir (Ki:0,304 mM) Bu da
yukarda bahsedildigi gibi yapisinda hidroksil iyonu ihtiva etmesiyle agiklanabilir.
Florokinon smifina giren antibiyotikler (siprofloksasin, levofloksasin, oflaksasin ve
moksofloksasin) rhCA VIl enzimi iizerine inhibisyon etkisi gdstermemistir.
Aminoglikozit sinifi antibiyotikler yapisinda hidroksil ve amino gruplari ihtiva
etmektedir. Bu smif antibiyotik netilmisin haricinde rhCA VII enzimininin

inhibisyonunda etkili olmustur.

Linkozamidler smifinda bulunan linkomisin HCl ve klindamisin fosfat kendi i¢inde
kiyaslandiginda klindamisin fosfat daha fazla inhibisyon etkisi gostermistir (Ki:1,80

mM). Bu antibiyotigin bir klor atomu ihtiva etmesi inhibisyon oranini yaklasik 5,3 kat
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degistirmistir. Antistafilokokal sinift antibiyotiklerde vankomisin HCI teikoplanine gore
11 kat daha etkili bir inhibisyon sergilemistir. Bunu da teikoplaninden fazladan bir klor
atomu ihtiva etmesi sonucuna baglayabiliriz. Buna gére, rhCA VII enziminin klor, amino
ve hidroksil gruplarina karsi hassas oldugu ve bu gruplar1 serbest olarak ihtiva eden

molekiillerin rhCA VII enzimi i¢in potansiyel inhibitor olabilecegi sonucuna varabiliriz.

Ayrica bu tez kapsaminda calisilan biitiin antibiyotiklerin inhibisyon tiirii incelendiginde
sadece aminoglikozit smifinda bulunan kanamisin siilfat ile linkozamidler sinifinda
bulunan linkomisin HCl yarigmali inhibisyon etkisi gdstermistir. Yapisinda bulunan
hidroksil iyonlar1 aktif bolgeye baglanma konusunda substratla yarigma igerisindedir.
hCAVII enziminin aktivitesinin azalmasi bazi durumlarda hayati tehlike doguran
sonuclara neden olabilmektedir. Bu nedenle bu enzimin hangi maddeler tarafindan inhibe
edildiginin arastirilmasi olduk¢a dnemlidir. Bunun i¢in de ¢ok daha kapsamli inhibisyon
calismalarinin yapilmasi gerckmektedir. Bu bilgiler géz oOniine alindiginda bu tez

kapsaminda yapilan ¢aligmalarin 6nemi anlasilmaktadir.

Yapilan deneysel caligmalar 1518inda elde edilen verilerden faydalanarak tedavi edici
amaglar i¢in, elde edilmesi zor olan proteinlerin kolay ve yiiksek verimde iiretilmesi
oldukca degerli olan bir durum olmasina ek olarak tartismasiz oldukga biiyiik bir 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle mevcut ¢alismanin getirmis oldugu sonuglar hem literatiire
onemli Olgiide katki saglamis hem de rekombinant teknolojinin asil hedefi olan kisa

slirede verimli {iriin elde etme hedefinin amacina ulastiginin bir gostergesi olmustur.

Gilinlimiizde ¢esitli hastaliklarin isleyis mekanizmalarin1 ¢6zme ve dogru teshisi koyup
gerekli tedavi yaklagimlari anlaminda gerek tip alaninda, gerek genetik alaninda ve
gerekse proteinler hakkinda sahip olunan bilgi diizeyindeki artisa bagli olarak yeni bir
caga yaklasilmaktadir. Bahsi gecen konu uzun yillardir bilim insanlar1 tarafindan
uygulamaya konulmaktadir. Giliniimiizde bir¢ok hastalifin teshis ve tedavisinde
kullanilan antikorlar, asilar, dogal interferonlar ve gesitli metabolik enzimler gibi birgok
insan proteini rekombinant olarak iiretilerek kullanima sunulmustur. Bu iiriinler tip basta

olmak tizere pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Leader et al. 2008).
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Yakin gelecekte de bu amaca uygun bir sekilde on binlerce insan veya baska tiir
organizmalara ait proteinlerin rekombinant teknoloji ile elde edilmesi yiiksek oranda
gerceklesme ihtimali olan bir durumdur. Sonraki yillarda bu teknoloji daha da geliserek
iretilen rekombinant iriinler ayrica sinerjitik etki gosterebilecek baska kiigiik
molekiillerle birlestirilerek kullanimlar1 gergeklestirilebilecektir (Cunningham et al.
2004).

Gerek gelisen teknolojik imkanlar olsun, gerek yeni tiretim metotlar1 olsun ve gerekse
bugiine kadar elde edilen verilerin kullanilmasiyla olsun rekombinant teknoloji sayesinde
hem daha ucuz ve hem de daha fazla miktarlarda iiriin elde edilmesi varsayimlar
arasindadir. Cok sayida biyoteknoloji ve farmakoloji firmasi biinyesinde gorev alan
protein tretim birimleri, yeni ilaglar kesfetme konusunda olduk¢a miihim bir 6nem
tasimaktadirlar. Bu birimlerin amaci rekombinant proteinlerin kullanilmasiyla ilag kesfi
icin hayati 6nemi olan yolaklarin mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglamaktir.
Bu nedenle daha hizli ve daha yiiksek verimle rekombinant iiriin elde etmek bu amagla

calisan bircok firma i¢in olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir.

Sonugc olarak bu tez kapsaminda;

1. hCA VII enzimine ait gen bolgesi, gene 6zgii primerlerin kullanildigi PCR reaksiyonu
ile cogaltildi.

2. PCR iiriinii TA klonlama yontemi ile pET SUMO vektoriine yerlestirildi.

3. hCA VII enziminin gen bolgesini tagiyan muhtemel rekombinant vektér, E.coli (One
Shot® Mach1™-T1R) hiicresine transforme edildi.

4. Koloni PCR vyapildi. Dogru sekilde geni aldigi belirlenen koloniden plazmit
saflagtirildi ve DNA dizi analizi yapildi.

5. Saflastirilan rekombinant plazmit E.coli BL21 (DE-3) bakterisine transforme edildi
ve IPTG ile indiiklenerek genin ekspresyonu saglandi.

6. Saflastirilan iriin spesifik aktivite tayin yontemi ve Western blot analizi ile

dogrulandi.
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Rekombinant vektorii tasiyan hiicreler indiikleyici bir ajanin oldugu sivi besiyerinde
biiyiitiildiikten sonra lizis tamponunda pargalanip hiicre igerigi agiga ¢ikarildi.
SUMO-hCA VII flizyon proteini nikel re¢ineli afinite kromatografisi ile %48,07
verimle, 7,02 EU/mg spesifik aktivite ile yaklasik 21 kat saflagtirildi.

SDS-PAGE ile fiizyon proteinin saflig1 kontrol edildi ve molekiil kiitlesi 46,77 kDa
olarak hesaplandi.

hCA VII enziminin karakterizasyonu yapilarak enzimin optimum iyonik siddet,
optimum pH, optimum sicaklik, Ea, AH, Q10, Km Ve Vmax degerleri belirlendi.

hCA VII enzimi aktivitesi {izerine baz1 antibiyotiklerin inhibisyon etkileri incelendi.
Bu amagla; ampisilin sodyum, piperasilin sodyum, amoksisilin, sefazolin sodyum,
sefuroksim sodyum, seftriakson sodyum, sefoperazon sodyum, amikasin siilfat,
kanamisin siilfat, gentamisin siilfat, tobramisin, netilmisin, siprofloksasin,
levofloksasin, ofloksasin, moksofloksasin, rifamisin sodyum, vankomisin HCI,
teikoplanin, linkomisin HCI, klindamisin fosfat, ornidazol, metronidazol bilesikleri
kullanildi.

hCA VII enzimi aktivitesi lizerine bazi antibiyotiklerin inhibisyon etkisi gosteren
ampisilin sodyum, piperasilin sodyum, amoksisilin, sefazolin sodyum, sefuroksim
sodyum, seftriakson sodyum, sefoperazon sodyum, amikasin siilfat, kanamisin siilfat,
gentamisin siilfat, tobramisin, netilmisin, siprofloksasin, levofloksasin, ofloksasin,
moksofloksasin, rifamisin sodyum, vankomisin HCI, teikoplanin, linkomisin HCI,
klindamisin fosfat, ornidazol, metronidazol bilesikleri i¢in ICso ve Ki degerleri
hesaplanarak, inhibisyon tipleri belirlendi.

Calisma kapsaminda elde edilen biitiin sonuglar Cizelge 5.1°de asagidaki gibi

ozetlendi.
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Cizelge 5.1. hCA VII enziminin saflastirilmasi ve inhibisyonu ile ilgili sonuglar

hCAVII Enziminin Saflastirilmas: ile ilgili Sonuclar

Spesifik aktivite (EU/mg protein) 7,02
Saflastirma katsayisi 21,27
Verim (%) 48,07
Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa)
SDS-PAGE metodu ile (kDa) 46,7
Karakterizasyon Calismalari
Optimum pH (Tris /H2SO04) 8,0
Optimum iyonik siddet (mM) 800
Optimum sicaklik (°C) 50
Ea (kcal/mol) 1,843
AH (kcal/mol) 1,199
Q10 1,4
Km (mM) 1,36
Vmax (EU/mL) 0,405
Kinetik Calismalar
Antibiyotikler ICso (mM) Ki (mM)  Inhibisyon Tipi
Ampisilin sodyum 13,86 8,46 Yari yarigmali
Piperasilin sodyum 4,23 7,78 Yarigsmasiz
Amoksisilin 0,06 0,0006 Yar1 yarigmali
Sefazolin sodyum 34,65 4,95 Yari yarigmali
Sefuroksim sodyum 5,06 5,34 Yar1 yarigmali
Seftriakson sodyum 53,32 157,6 Yarigmasiz
Sefoperazon sodyum 0,48 0,304 Yari yarigmali
Amikasin silfat 3,96 8,27 Yarismasiz
Kanamisin stilfat 0,081 0,032 Yarigsmali
Gentamisin sulfat 3,52 0,73 Yari yarigsmali
Tobramisin 0,059 0,012 Yari yarigsmali

Netilmisin - - -



134

Cizelge 5.1. (devam)

Siprofloksasin - - -
Levofloksasin - - .
Ofloksasin - - .

Moksofloksasin - - .

Rifamisin sodyum 0,00056 0,000293 Yarigsmali
Vankomisin HCI 0,051 0,078 Yarismasiz
Teikoplanin 0,614 0,89 Yarigmasiz
Linkomisin HCI 8,25 9,52 Yarismal
Klindamisin fosfat 7,62 1,798 Yar1 yarigmali
Ornidazol - - -

Metronidazol - - .
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