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OZET

INSAN KARBONIK ANHIDRAZ I (HCA I) GENININ KLONLANMASI,
E.coli ’DE EKSPRESYONU VE Phe91Asn YONLENDIRILMIS
MUTAGENEZIYLE ELDE EDILEN MUTANT ENZIMIN iNHIBITORLERE
KARSI iILGISININ ARASTIRILMASI

Meltem AYDIN

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

(Yiiksek lisans Tezi / Tez Damismani: Dog. Dr. Feray KOCKAR)
(Ikinci Damisman: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Balikesir, 2007

Insan Karbonik Anhidraz (HCA 1) (Karbonat hidroliyaz E.C. 4.2.1.1)
8. kromozomun uzun kolunda lokalize olan 30kDa biiyiikliigiinde bir proteindir.
Eritrositlerde, kolon epitelinde, gbz lensi ve korneal epitelyumda bulunur. Hiicre
icinde ¢oziilebilir formda sitozolde yer alan HCA 1 eritrositlerde hemoglobinden
sonra en bol bulunan proteindir.

Yiiksek goz ici basincini diisiirmek amaciyla glokom hastaliginin tedavisinde
kullanilan stilfonamidlerin HCA II izoenziminin yaninda HCA 1 izoenzimini de
onemli 6l¢iide inhibe ettigi saptanmistir. Bu nedenle arastirmamizda siilfonamidlere
kars1 daha az ilgili mutant HCA I enzimleri elde edilmesi planlanmistir. Bu amacla
insan hCA I geni, RT-PCR stratejisi ile HL60 hiicre hattindan pGEM-T vektoriine ve
daha sonra pET21a(+) ekspresyon vektoriine klonlandi. Phe91 hidrofobik rezidiisii
PCR ’a dayali yonlendirilmis mutagenez stratejisi ile daha hidrofilik olan Asn
rezidiisiine doniistiiriildii. Yabani ve mutant HCA I enzimlerinin ekspresyonu E.coli
’de  gergeklestirildi. Spesifik Sefaroz-4B-L-Tirozin afinite jeli kullanilarak
saflastirildi, hidrataz aktiviteleri belirlendi. Glokom tedavisinde siklikla kullanilan
siilfonamid ve asetozolamide kars1 inhibisyonu arastirildi.

Yabani tip HCA I enziminin aksine (ICso = 1.257x10*M), Phe91Asn mutanti,
0.468x10™*M 1Cs degeri ile siilfonamide kars1 daha yiiksek afinite gdstermistir.
Asetozolamide karst yabani (ICso = 1.376x 10°M) ve mutant (ICso =1.283x10°M)
HCA I enzimleri arasinda 6nemli bir inhibisyon farki tespit edilmemistir.

ANAHTAR SOZCUKLER : Afinite kromatografisi, Ekspresyon, Glokom,
Inhibisyon, Karbonik Anhidraz, Klonlama, Y®6nlendirilmis mutagenez, ,
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ABSTRACT

CLONING AND EXPRESSION OF HUMAN CARBONIC ANHYDRASE 1
(HCA'D) GENE IN E.coli AND INVESTIGATION OF AFFINITY OF THE
MUTANT ENZYME TO THE INHIBITORS WHICH IS OBTAINED SITE-
DIRECTED MUTAGENESIS OF Phe91Asn

Meltem AYDIN
Balikesir University , Institute of Science, Department of Biology

(MSc. Thesis / Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Feray KOCKAR)
(Cosupervisior: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Balikesir, Turkey, 2007

Human Carbonic Anhydrase (HCA I) (Carbonate hydroliyase E.C. 4.2.1.1) is
a protein with 30kDa weight and situated on the long arm of chromosome 8. It
presents in erythrocytes, colon ephithelium, lens of eye and corneal ephithelium.
HCA 1 is the most abundant protein after hemoglobin in erythrocytes which is found
in cytosol and has soluble form.

It’s found that sulfonamides which are used in glaucoma treatment to reduce
inner eye pressure in glaucoma, inhibit not only HCA II isoenzyme but also HCA
remarkably. For this aim, in this study it was planned to obtain mutant HCA 1
enzymes which have low affinity to sulfonamides. Therefore hCA I gene has been
cloned from HL60 (Human acute myeloid leukemic cell line) by RT-PCR strategy
and was cloned into pGEMT and subsequently into pET21a(+) expression vector.
Phe91 hydrophobic residue was changed into more hidrophilic Asn residue with PCR
based site directed mutagenesis. The expression of wild type and mutant HCA 1
enzymes was performed in E.coli. Wild and mutant HCA 1 enzymes were purified
by specific Sepharose 4B-L-Tyrosine affinity gel and hydratase and esterase
activities measured. Inhibition manner of these enzymes by Sulphonilamide and
acetozolamide widely used for the treatment of glaucoma was investigated.

Phe91Asn mutant (ICsy =0.468x10°M) has higher inhibition affinity than
wild type HCA I with ICsy values of ICsy = 1.257x10°M to sulphonilamide. It
wasn’t defined important inhibition difference of wild type (ICso = 1.376x 10°M)
and Phe91Asn mutant enzyme (ICs5o=1.283x10°M) to acetozolamide.

KEY WORDS: Affinity choromatography, Carbonic anhydrase, Cloning,
Expression, Glaucoma, Inhibition, Site-directed mutagenesis,
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1. GIRIS

Karbonik Anhidraz (Karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz, karbonat
anhidraz, karbonik asit anhidraz E.C.4.2.1.1) Prokaryot, Okaryot ve Archaea 'da
yaygin olarak bulunan ve yapisinda Zn' iyonu bulunduran bir metaloenzimdir [1-10].
Karbonik Anhidraz izoenzimleri a-, -, y-, 6- ve e- CA olmak {izere evrimsel olarak
bagimsiz bes ayr1 gen ailesi tarafindan kodlanir. Memelilerde farkli doku dagilimlari
gosteren a-CA gen ailesine baglh 16 farkli CA izoenzimi ve CA baglantili protein
(CARP) tanimlanmustir [11-18]. CA izoenzimlerinin hiicre i¢indeki yerlesimleri de
oldukca farklidir; CA I-1II, CA VII sitozolik, CA IV, CA IX, CA XII ve CA XIV
membrana bagli, CAVA - CAVB mitokondride, CA VI tiikriik ve siit salgilarida ve
NonO/p54™ niikleusta bulunmaktadir [7, 19-25].

CA izoenzimlerinin temel gorevi karbondioksitin bikarbonata geri doniistimlii
hidratasyonunu saglamak oldugundan solunum, dokularda CO, ’nin taginmasi, pH ve
CO; homeostasisinin saglanmasi, iyonlarin taginmasi, biyosentetik reaksiyonlar,

kemik olusumu gibi 6nemli bir¢ok siirecte rol oynar [19, 26-28].

HCA 1 8. kromozomun uzun kolunda lokalize olan 30kDa biiytikliiglinde bir
proteindir.  Eritrositlerde, kolon epitelinde, goz lensi ve korneal epitelyumda
bulunur. Hiicre i¢inde sitozolde yer alan HCA 1 ¢0Oziinebilir karakterdedir ve
eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir. Eritrositlerde HCAII
ye gore bes kat daha fazla bulunmasma ragmen katalitik aktivitesi HCA II ’nin

sadece %15 ’1 kadardir [29-34].

Yiiksek goz ici basinci ile ortaya ¢ikan glokom hastaliginin tedavisinde HCA
II izoenzimini inhibe edici klinik ajanlar olan siilfonamidler siklikla kullanilmaktadir.
Ciinkii humor akoziin salgilanmasinda karbonik anhidraz enziminin uyarici etkisi
vardir. Bu enzimin inhibisyonu humor akoziin salgilanmasi azaltilarak g6z ici

basinci kontrol altinda tutabilir [35-41].



Ancak bu inhibitorler izoenzime spesifik olmadiklarindan HCA 1I izoenzimi
yaninda eritrositlerdeki HCA I ’i de inhibe etmektedir. Buna bagli olarak ortaya
cikan olumsuzluklar1 engellemek amaciyla hidrataz aktivitesinde azalma olmaksizin,
siilfonamidlere daha az ilgi duyan mutant HCA I enzimlerinin elde edilmesi

amagclanmaktadir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda siilfonamidlere daha az ilgi duyan aymi
zamanda hidrataz aktivitesini kaybetmemis mutant HCA I enzimlerinin eldesi ve gen
tedavisinde kullanimiyla inhibitorlerin HCA 1 enzimi {izerindeki etkilerinin

azaltilmasi amaglanmaktadir.

1.1 Karbonik Anhidraz Enzim Ailesi

1.1.1 Simiflandirilmasi ve Dagilimi

Karbonik Anhidraz yapisinda Zn™ iyonu bulunduran, bir metaloenzimdir.

CO;, molekiiliiniin HCOj5™ iyonuna hidratasyonunu, geri doniistimlii olarak katalizler .

CO, + H,0 — HCO; + H" (CO; derisiminin yiiksek oldugu durumlarda)

HCO; + H'— H,CO3; — CO; + H,O (CO, derisiminin diisiik oldugu
durumlarda) [7, 8]

Ik olarak sigir eritrositlerinden saflastirilmistir. Giiniimiizde CA II ve CA 1
olarak bilinen formlar1 ilk saflastirildiginda CA C ve CA B olarak isimlendirilmistir.
Bu formlardan CA C (CA II) ’nin eritrositlerde az miktarda bulunup, yiiksek aktivite
gosterdigi CA B (CA 1) ’nin ise ¢ok miktarda olmasina ragmen daha diisiik aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur. Ilerleyen yillarda bu iki izoenzimin aminoasit dizilimi ve

X- Ismni kristal yapilar1 aydinlatilmistir [3].



Glinlimiizde CA izoenzimleri a-, B-, y-,0-, &- olmak iizere evrimsel olarak
birbirinden bagimsiz bes ayr1 gen ailesi altinda siniflandirilmaktadir. Bu gen aileleri

aminoasit diziligleri agisindan 6nemli sayilabilecek bir benzerlik gostermemektedir.

Cizelge 1.1 a-CA izoenzimlerinin Hiicre I¢i Yerlesimleri ve Kinetik Ozellikleri [10]

Izoenzim Hiicresel yerlesim | Aktivite
CAl Sitoplazma Diisiik-Orta
CAIl Sitoplazma Cok Yiiksek
CAIII Sitoplazma Diisiik

CAIV Membrana bagl Yiiksek

CA VA Mitokondri Orta

CA VB Mitokondri Yiiksek

CA VI Salgi(hiicre dis1) Orta

CA VII Sitoplazma Yiiksek
CAIX Membranlar aras1 | Yiiksek — Orta
CA XII Membranlar aras1 | Diisiik — Orta
CA XIII Sitoplazma Orta (fare)
CA XIV Membranlar aras1 | Diisiik (insan)
CA XV Membrana bagl Diisiik

B-CA izoenzimleri bakteriler, algler, baz1 bitkiler ve Archaea 'da yaygin

olarak bulunmaktadir [11-14, 17].



v izoformu metan iireten bakterilerde bulunmustur. J ailesine ait izoform
diatomelerde tanimlanmistir. &- gen ailesine ait CA izoenzimleri bakterilerde bazi

kemolitroflarda ve karboksizoma sahip bazi siyanobakterilerde bulunur [5].

Memelilerde a-CA gen ailesine bagli 13 farkli CA izoenzimi ve akatalitik
olarak bulunan 3 farkli CA baglantili protein (CARP) tanimlanmistir. CARP ’ler
enzimin aktif bolgesinde yer alan histidin rezidiilerinden bazilarim1 ya da enzim
aktivitesi icin gerekli olan Zn™ iyonunu yapilarinda bulundurmadiklarindan dolay:
aktif degildirler [4, 5, 7, 20, 24, 42]. Niikleusta bulunan NonO/p54™ formu heniiz
siiflandirilmamistir [7, 43]. Bu izoenzim aminoasit dizisi agisindan bilinen diger
CA izoenzimlerine benzemez ama CA II ile benzer katalitik 6zelliklere sahiptir. CA
izoenzimleri doku dagilimlari, hiicre ic¢i yerlesimleri ve kinetik o6zellikleri

bakimindan farklilik gosterirler (Cizelge 1.1) [7, 24, 44].

1.1.2 Karbonik Anhidraz Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlari

Prokaryotlarda CA izoenzimleri; farkli dokular arasinda CO, ’in HCOs
iyonlar1 seklinde tasinmasi ve enzimatik reaksiyonlar i¢in gerekli olan CO, /HCOs’
dengesinin kurulmasi gibi iki genel fonksiyona sahiptir [13]. Akuatik fotosentetik
organizmalarda bu goreve ek olarak ¢evredeki CO, simirliliginin iistesinden gelmek

amaciyla CO; ’yi derisik hale getirici bir mekanizma olarak rol oynar [45].

Omurgalilart da igeren yiiksek organizmalarda, CA I, II, ve IV izoenzimleri
asit-baz dengesinin saglanmasinda ve solunumda gorevlidir [46, 47]. CA 1I
izoenzimi osteoklastin farklilasmasini saglar ve kemik gelisiminde de rol oynar [42].
Doku ve organlardan elektrolitlerin salgilanmasinda, koku ve tat almada da CA
izoenzimleri gorevlidir. Bu sayede gastrointestinal sistem ¢ok yiiksek ya da ¢ok
diisiik pH kosullarindan korunmus olur [47, 48]. CA V gibi baz1 izoenzimler hiicre
ici sinyal iletim siirecinde gorev alir (Pankreasin [ hiicrelerinden insiilin
salgilanmasi). II ve V numarali izoenzimler glukoneogenez i¢in bikarbonat iyonu

saglarlar. Ayrica yag asitlerinin de-novo biyosentezi ve primidin bazi sentezi



stirecinde de rol oynarlar.

Yapilan son calismalarda IX, XII, CARP VIII

izoenzimlerinin timorlerde fazlaca bulundugu tespit edilmistir [7].

Cizelge 1.2 a- CA Izoenzimleri Tarafindan Katalizlenen Reaksiyonlar [4]

(1) | 0=C=0 +H,0 < HCO; +H"

(2) | O=C=NH + H,0 < H,NCOOH

(3) | HN=C=NH + H,0 < H,NCONH;

(4) | RCHO + H,0 < RCH(OH),

(5) | RCOOAr + H,0 < RCOOH + ArOH

(6) | RSOsAr + H,0 < RSO;H + ArOH

(7) | ArOPO;? + H,0 < HPO;? + ArOH

(8) | ArF + H,O«< HF + ArOH (Ar = 2,4 dinitrofenil)

(9) | PhCH,OCOCI+ H,0< PhCH,0H + CO, + HCI

(10) | RSO,Cl + H,0<> RSO3H + HCI (R=Me;Ph)

Karbonik Anhidraz izoenzimleri CO, 'nin HCOj5'e (Cizelge 1.2, 1. reaksiyon),

siyanatin karbamik asite, siyanamidin iireye, (Cizelge 1.2, 2.ve 3. reaksiyonlar),

aldehitlerin gem-diollere hidratasyonunu (Cizelge 1.2, 4. reaksiyon) geri doniisiimlii

olarak katalizler. Ayrica karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizini

ve hidrolitik reaksiyonlar1 geri doniisiimlii olarak katalizler (Cizelge 1.2, 5-10.

reaksiyonlar) [4].

1.1.3 Karbonik Anhidraz Enziminin Hidrataz Aktivitesinin Katalitik

Mekanizmasi

Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitesinin mekanizmasi katalitik

aktivitesi ¢ok yiiksek olan CA II izoenzimi iizerinde iyi bir sekilde aydinlatilmistir.



Buna gore Karbonik Anhidrazin yapisal olarak iki 6nemli 6zelligi vardir; aktif
bélgede Zn"™ iyonu ve ona bagli bir —OH grubu icermesi ve aktif bolge yakinindaki
aminoasitlerin  proton verici ve proton gradiyenti olusturacak sekilde
diizenlenmesidir. Karbonik Anhidrazin katalizledigi CO,-hidrataz mekanizmasi
Sekil 1.1° de verilmistir. Birinci basamakta Zn"* iyonuna bagli ~OH grubundaki bag
yapmayan elektron ¢iftinin CO, molekiiliine niikleofilik atak yaparak karbon oksijen
bag1 olusturmasi esnasinda m- bagi agilmaktadir. Sonraki basamakta, negatif yiiklii
oksijen atomunun protonu ve su girisi ile HCOj3™ iyonu ayrilmaktadir. Son olarak

bilesik H' iyonu kaybederek yeniden baslangictaki bilesige doniismektedir [35].
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n — 24
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Sekil 1.1 Karbonik Anhidraz Enziminin CO,-Hidrataz Mekanizmasi [4]

Zn"? iyonu kataliz reaksiyonu icin gereklidir. X-Ismni kristalografi calismalari

bu metal iyonunun 15 A derinlikteki aktif bolgenin tabaninda {i¢ histidin rezidiisii



(His 94, His 96 and His 119) ve bir su molekiilii/hidroksit iyonu ile koordineli olarak
bulundugunu gostermistir. Bu su molekiilii Thr199 rezidiisiiniin hidroksil kismi ile
hidrojen bagi yapmaktadir. Bu etkilesimler sonucu ¢inko bagli su molekiiliiniin
niikleofilitesi artar ve molekiil uygun yerdeki CO,’ye niikleofilik atak yapar. Zn™
iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur. Bu giiclii
niikleofil, hidrofobik cep ve cevresinden CO, molekiiliine saldirir ve Zn'? iyonu ile
koordine olmus bikarbonat iyonunun olugsmasini saglar. Sonraki basamakta, HCOj5
iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirerek ¢ozeltiye gecer. Zn™* iyonuna su molekiilii

baglanmasiyla enzim katalitik olarak inaktif asit formuna doner [4].

1.1.4 Karbonik Anhidraz inhibitorleri ve Inhibisyon Mekanizmasi

Karbonik Anhidraz inhibitorlerini iki temel sinifta incelemek miimkiindiir;
(1) metallerle kompleks yapan inorganik anyonlar (siyanid, siyanad,
tiyosiyanat, azid, hidrojen siilfid gibi) ve

(i1) stilfonamidlerdir [4].

Karbonik anhidrazin en giicli organik inhibitorleri aromatik ve
heteroaromatik siilfonamidlerdir.  Siilfonamidler R-SO,NH, kimyasal yapisina
sahiptir. Burada R, genellikle aromatik veya heteroaromatik halka sistemleridir.

CA-II i¢in K; sabitleri 107 ile 10" arasinda degismektedir.

R-SO,NH, R-SO,NH + H'

Siilfonamidlerin en carpici ozelliklerinden birisi, kolaylikla iyonik yap1
kazanabilmeleridir. Bu 6zelligi, CA enzimi lizerine inhibisyon etkisi i¢in son derece
onemlidir. Siilfonamidler icerdikleri bu hidrofilik bolgeye ek olarak, aromatik ve
heteroaromatik hidrofobik bdlgelere de sahiptirler.  Siilfonamidlerin enzimle
etkilesmesi, Oncelikle R-SO,NH™ bilesigindeki N atomunun CA enziminin aktif
bolgesinde bulunan Zn" iyonuna iyonik baglanmasiyla olur. Daha sonra hidrofobik

etkilesimlerle inhibitdriin enzime baglanmasiyla tamamlanir.



Siilfonamidlerin CA enzimine giiclii bir sekilde baglanmast bu iki etkinin
toplaminin bir sonucudur. Nitekim substitiie ya da alkil siilfonamidlerin enzime
baglanmasinda yalnizca hidrofobik etkilesmeler oldugu i¢in, aromatik ve heterosiklik

yan grubu tasiyanlara gore daha zayif inhibitdr olma 6zelligi gosterirler [49].

Cizelge 1.3 Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Siilfonamidlere ilgisi [4]

. Katalitik aktivite | Sulfonamidlere
Izoenzim

(Hidrataz) ilgi
CAl Diistik Orta
CAIl Yiiksek Cok yiiksek
CAIII Cok diisiik Cok diisiik
CA IV Yiiksek Yiiksek
CAV Orta -yiiksek Yiiksek
CA VI Orta Orta —diisiik
CA VIl Yiiksek Cok Yiiksek
CA VIII Akatalitik -
CAIX Yiiksek Yiiksek
CARP X Akatalitik -
CARP XI Akatalitik -
CA XII Aktif Bilinmiyor
CA XIII Yiiksek Bilinmiyor
CA XIV Diisiik Bilinmiyor

Inorganik anyonlarda yalnizca hidrofilik baglanma s6z konusu oldugundan

CA enzimi iizerine siilfonamidler kadar gii¢lii inhibitor gorevi iistlenemezler.

Siilfonamidlerin CA enzimine baglanmasi konusundaki teorik bir ¢aligmada,
ilk olarak Zn™ tek basma azot ve oksijen atomlarin ile koordine olabildigi
gosterilmektedir (Sekil 1.2 a). Ikinci olarak, aktif bolgede bulunan tirozin (Thr-199)
ile siilfonamid molekiiliindeki -NH grubu arasinda olusan hidrojen bagi1 yapiy1 daha

kararl hale getirmektedir (Sekil 1.2 b). Ucgiincii olarak siilfonamidin oksijeni, Thr-

8



199 *un —NH grubu ile hidrojen bag1 yaparak yapiyr en kararli hale getirmektedir
(Sekil 1.2 ¢). Elde edilen sonuglar, siilfonamid tiirevlerinin enzim ile farkli bir
sekilde Van der Waals etkilesmelerinden dolayr K; degerlerinde onemli fark
olusturdugunu gdstermistir. Zn™* iyonuna koordine olmus siilfonamid bilesiginin N
atomuyla, protonu ayrilmig Zn" iyonunun etrafinda bulunan His94, His96, His119
rezidiilerinin tetrahedral bir yapida baglanmasi stilfonamidler i¢in ¢ok Onemlidir
(Sekil 1.3). Anyonlar ise hem metal iyonun tetrahedral geometrisinde, hem de
siyanat Orneginde goriildiigii gibi trigonal-bipiramidal yapida baglanabilirler (Sekil

1.3) [49].
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Sekil 1.3 Karbonik Anhidraz Enziminin Siilfonamid ve Anyonlarla Inhibisyonu [6]



1.1.5. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin Hastahklarla Iliskisi

Karbonik Anhidrazin siilfonilamid ile inhibisyonunun Mann ve Keilin ile
kesfi bazi 6nemli ilaclarin dizayn edilebilmesini saglamistir. Inhibitér 6zelligi
tasiyan stilfonamidlerden goz tansiyonu, tiroid, norolojik ve ndromiiskiiler
diizensizliklerin tedavisinde yararlanilmaktadir. Ayrica siilfonamidler ditiretik, anti-

epileptik, anti-iilser ve antitiimdr ajani olarakta kullanilmaktadir [4].

a-CA ailesine ait bazi izoenzimlerin aktivasyonunun saglanmasiyla
alzheimer, yaslanma, hafiza kaybi1 ve kesikli 6grenme gibi hastaliklar i¢in yeni bir
tedavi yaklagimiin olusturulabilecegi diisiiniilmektedir.  Ayrica yashlarda ve
alzheimer hastalarinda HCA 1 enzimi ekspresyon seviyesinin diisilk oldugu

bulunmustur [50].

Hipertiroidizm goriilen kisilerde tiroid hormonu artis1 ile baglantili olarak

Karbonik Anhidraz I enzimi seviyesinde de artis tespit edilmistir [51].

Ayrica glokom hastaliginda CA enzimlerinin etkili bir sekilde rol oynadig
bulunmustur. Bu hastalikta CA enzimlerinin tam etki mekanizmasi aydinlatilmistir.
Bu enzimlerin diger hastaliklarla iliskisine Ornek olmasi agisindan glokom
hastaliginda CA enziminin etki mekanizmas1 asagida detayli bir sekilde

aciklanmistir.

G0z i¢i basincinin tek kontrol noktasi goz i¢i sivisidir (humor akéz). Humor
akoz, gbz ic¢i basimncinin saglanmasinda, lens ve korneanin beslenme ve metabolik
faaliyetlerinde biiyiik rol oynamaktadir. Metabolik materyal agisindan zengin olan
humor akoz yiiksek miktarda Na” ve HCOs ile birlikte CI°, laktat ve askorbat igerir.
Glukoz miktar1 sadece kornea ve lens metabolizmasi icin gerekli oldugundan

plazmadakinden daha azdir [38].
Akd6z bosaltim kanallarinin tikanmasi ile humor akdz arka kisimda birikmeye

baglar. Artan osmotik basinci azaltmak amaciyla plazmadan arka kamaraya su

salgilanmaya baslar. Osmotik basing dengeye gelirken, goz kiiresinin ¢eperlerine
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uygulanan fiziksel basing (goz i¢i basinci) artar. Basing yliksek degerlere ulastiginda
g0z kiiresinin arkasinda bulunan optik sinirlerde atrofi meydana gelir ve goriintii

kayiplar1 baslar [38].

Humor akoziin salgilanmasinda karbonik anhidraz enziminin uyarici etkisi
vardir. Bu enzimin inhibisyonu ile korpus siliarenin salgi aktivitesi 2/3 oraninda
azalir, goz igerisindeki osmotik basing ve dolayisiyla goz i¢i basinci kontrol altinda
tutulabilir. Bu nedenden dolay1 karbonik anhidraz inhibitorleri 40 yili agskin bir

stiredir glokom hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir [38].

1.1.6 Karbonik Anhidraz I izoenzimi

Karbonik Anhidraz I, a-CA ailesine bagli 30kDa biiyiikliigiinde sitoplazmik
bir izoenzimdir. Eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir.
Ayrica kapiler ve korneal endotelyumda, g6z lensinde, Langerhans adaciklarinda,
fetal membranda ve plasentada bulunur. Gastrointestinal sistemde ise Ozefagus
epiteli, ince bagirsak, kolon, pankreatik langerhans adaciklarinin A hiicrelerinde ve

ince bagirsagin kriptal enterositlerinde bulunur [7].

Insan Karbonik Anhidraz I geni 8. kromozomun uzun kolu iizerinde lokalize
olmustur [29]. 50kb biiyiikliigiindeki genin promotoriiyle kodlama yapan bolgesi
arasinda yaklagik 36kb’lik bir intron bulunmaktadir. Bu intron igerisinde bazen 54
be¢ ’lik kodlama yapmayan bir ekzon bulunabilmektedir. Sekil 1.4 ’te insan karbonik
anhidraz I genine ait diyagram goriilmektedir. 1a, 1b, Ic, 2, 3,4, 5, 6, 7 ile gosterilen

kisimlar gene ait ekzon bolgeleridir [29, 31].

L 1b 1c23 45 67
I T 1 I T I_H_H_'“'—
+10 + 20 4+ 30 + 40 + 50

Sekil 1.4 insan Karbonik Anhidraz I Geni Diyagrami [29, 31]
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CA I ve CA II’'nin ii¢ boyutlu yapisina bakildiginda izoenzimlerinin aktif
bolgeleri arasinda bazi farkliliklar meveuttur (Sekil 1.5). Daha 6nce de deginildigi
gibi aktif bolgede yer alan ve ¢inko iyonuna baglanan histidin rezidiilerine (His 94,
His 96 ve His 119) ek olarak CA 1 izoenziminde His 67, His 200 ve His 243
rezidiileri; CA 1II izoenziminde ise sadece 64. pozisyonda bulunan tek bir histidin

rezidiisii katalizde rol oynar [4].

Hisl19

Sekil 1.5 Karbonik Anhidraz I Enzimi Aktif Bolgesi [50]

Onemli bir diger farklilik CA II enzimi aktif bolge yakininda His 64, His 4,
(Bu iki rezidii kristal yapiya esneklik saglar) His 3, His 10, His 15 ve His 17
rezidiilerinden olusan bir histidin kiimesi bulundurur. Bu kiime CA I izoenziminde
yoktur. CA I ve CA II izoenzimlerinin iki temel sinif inhibitére olan afiniteleri
farklidir. CA I enziminin siyanid, tiyosiyanat, siyanat, ve halidler gibi anyonlara
olan afinitesi daha fazladir. CA II enziminin ise siilfonamidlere olan ilgisi fazladir.
Bunun sonucu olarak CA 1 izoenzimine daha fazla afinite goOsteren siilfonamid

inhibitorlerinin tasarlanmasi oldukca giictiir [4].
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Sekil 1.6 HCA I Enziminin Aktif Bolgesi ve Inhibérle Etkilesimi [4]

1.1.7 Karbonik Anhidraz I Geninde Yonlendirilmis Mutagenez

hCA T geninin katalitik 6zelliklerini ve inhibisyon mekanizmasini agiklamaya
yonelik yonlendirilmis mutagenez c¢alismalar1 yapilmistir. Bu caligmalar asagida

Ozetlenmistir.

67. pozisyonda bulunan histidin aminoasiti yoOnlendirilmis mutagenez
yontemiyle ile Arg aminoasiti ile degistirilmistir.  Mutant proteinin esteraz

aktivitesinde artis gdzlenmistir [52].

Yapilan diger bir ¢alismada hCA 1 geninin aktif bdlgesinde bulunan Val62,
His67 ve His200 aminoasitleri yonlendirilmis mutagenezle CA 1II ’deki karsiliklari
olan Asn62, Asn67 ve Thr200 aminoasitleri ile degistirilerek Asn62 ve Asn67 ikili
ve Uc¢lii mutantlarini igeren alternatifler calisilmigtir. Tekli mutasyonlarin anyon
baglama {izerindeki etkisinin ¢ok az oldugu ve Val62 ve His67 aminoasitlerinin aktif
bolgedeki proton mekigi grubu ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. CA I ’deki

His200 aminoasitinin enzim-bikarbonat kompleksinin omriinii uzattig1 ve katalitik
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grubun pKa degerini arttirdig1 tespit edilmistir. Yalnizca iicli mutantin CA 11

’dekine benzer anyon baglama 6zelligine sahip oldugu belirtilmistir [53].

Thr199Val, Thr199Cys, Thr199Ser, Glul06Gln, Glul0O6lle, His107Val,
Tyr7Trp, Glull7GIln aminoasitlerinde belirtilen bolgelerde  yonlendirilmis
mutagenez calisilmig ve esteraz aktiviteleri 6l¢lilmiistiir. Glu 117GIn ve His107Val
mutant proteinlerinin E.coli ’‘de ekspresyonu sonucu elde edilen proteinlerde
agregasyon olusumu goézlenmistir. Bunun nedeninin proteinlerin katlanmasinda
meydana gelen bir hata oldugu diisiiniilmektedir. Thr199Val, Glul06lIle, Glul106GIn
mutasyonlart siddetli sekilde azalan enzim aktivitesine sahip ¢6ziinebilir proteinler
olusturmuslardir. Tyr7Trp mutantinin aktivitesinde c¢ok az bir degisiklik
gozlenmistir.  Yapilan bu calismalar sonucunda sadece Thr 199 ve Glul06

aminoasitlerinin HCA I enziminin aktivitesi iizerinde etkili oldugu belirlenmistir [8].

1.2 Mutagenez Teknikleri

Rekombinant DNA teknolojisi, biyolojik sistemlerdeki kisitlamalar1 ortadan
kaldirip canli sistemlerde uygulanmasi imkansiz ya da gii¢ olan tekniklerin in-vitro

‘da calisilabilmesini saglamistir.

DNA molekiiliinii  mutasyona ugratmak amaciyla Dbirgok teknik
gelistirilmistir.  Bu teknikler rastgele mutagenez teknikleri ve yonlendirilmis

mutagenez teknikleri olarak iki grupta incelenebilir.

Yapilan ilk c¢alismalarda kromozomal DNA ’da X-Isinlar1 ve kimyasal
teknikler kullanilarak rastgele mutasyonlarin olusturulmasi {izerine odaklanilmistir.
Bu rastgele mutasyon metodlar1 klasik genetik ¢alismalart i¢in 6nemli bir gelisme
olmasma karsin spesifik bir bolge {lizerinde mutasyonlarin olusturulamamasi
nedeniyle smirli kalmistir.  Plazmit vektorlerin ortaya cikisiyla birlikte DNA
molekiilii in-vitro olarak maniiple edilmeye baslanmis bu gelisme DNA molekiiliinde
istenilen spesifik bolgelerin ayr1 olarak c¢alisilabilmesine olanak saglamistir.

Mutagenez bu tekniklerden biridir [54].
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Literatiirde mutagenez amacli bircok metot bulunmaktadir. Bunlardan dut
ung metodu Kunkel tarafindan gelistirilmis ilk oligoniikleotid mutagenez yontemidir.
dut ve ung metodunda klonlama vektorii dut ve ung geninde mutasyonlar iceren
E.coli hiicrelerine aktarilarak blyiitiiliir. Dut geni, dUTP ’yi, dUMP ve pirofosfata
doniistiiren dUTPaz enzimini kodlamaktadir. Ung geni ise DNA ’dan urasil bazini
uzaklagtiran urasil N-glikozilaz enzimini kodlamaktadir. Y o6nlendirilmis
mutagenezde Urasil igeren bir kalip kullanilir. Bdylece oligoniikleotid primerler
baglanip komplementer DNA sentezlendikten sonra dutt+ ve ung+ E.coli soyuna
transforme edilir.  Orijinal zincirin yikimi gerceklesirken komplementer zincir

replike olur [55].

Giliniimiizde ek klonlama gerektirmeyen baglangi¢ materyali olarak tek

zincirli DNA’ya gereksinim duymayan yeni stratejiler gelistirilmistir.

Oligoniikleotid-Y6nlendirilmis Mutagenez teknigi bunlardan biridir. Temel

basamaklari1 asagida agiklanmistir.

PCR yontemine dayali olarak ilgili mutasyonu tasiyan sentetik oligoniikleotid
primerler plazmit DNA ’ya baglanir ve plazmit replike olur. Mutant diziyi tasiyan
plazmitler ile yabani diziyi tasiyan plazmitler Dpn I enzimi ile muamele edilir.
Metillenmis DNA’ya spesifik olan Dpnl enzimi metillenmis yabani tip plazmiti
keserek uzaklastirir. Mutant plazmit onceden kompetan haline getirilmis konakgi
hiicreye, replikasyon sonucunda meydana gelmis olan ¢entiklerin tamamlanmasi igin

transforme edilir (Sekil 1.7) [56].
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-+ hiicreve transforme edilir.

Sekil 1.7 Yonlendirilmis Mutagenez Basamaklari [56]

In-vitro oligoniikleotid yonlendirilmis mutagenez proteinlerin yap1 ve
fonksiyonlariin aydinlatilmasinda, gen ekspresyonu, vektor ve enzim aktivitelerinin
modifiye edilmesinde siklikla kullanilmaktadir.

1.3 Rekombinant Proteinin Ekspresyonu

1.3.1 Prokaryotik Ekspresyon Sistemleri

Rekombinant proteinlerin  ekspresyonunda prokaryotik ve Okaryotik

ekspresyon sistemleri kullanilmaktadir. Prokaryotik ekspresyon sistemi olarak en

yaygin olarak E.coli ve B.subtilis tercih edilmektedir [57].
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Ik olarak Itakura ve arkadaslari tarafindan bir memeli peptid hormonu olan
somatostatinin E.coli’ de ekspre edilmesiyle yabanci bir genin prokaryotik
hiicrelerde in-vitro olarak iiretilebilecegi anlasildi [57]. Giinlimiizde gram (-) bir
bakteri olan E.coli rekombinant proteinlerin iiretiminde siklikla tercih edilmektedir.
Bunun nedeni iiretiminin ekonomik olmasi, hizli bir sekilde cogalabilmesi ve
genetiginin iyi aydinlatilmis olmasidir. E.coli toksik rekombinant proteinlerin

ekspresyonu i¢in de oldukea caziptir [57].

E.coli’'nin BL-21(DE3) Kodon Plus soyu rekombinant protein ekspresyonu
icin uygundur. Zararli proteazlar1 icermez, genomunda T7 RNA polimeraz geni

bulundurur. IPTG ile indiiklenebilen bir sistemdir [58].

B.subtilis, E.coli ’ye alternatif olarak kullanilan bir ekspresyon sistemidir.
Toprakta bulunan bir bakteri olan B.subtilis ¢ok sayida avantajlara sahiptir. Ilk
olarak B.subtilis, E.coli’nin yaygin bir yan iirlinii olan, insan ve hayvanlarda bazi
dejeneratif diizensizliklere neden olan lipopolisakkaritleri iiretmez. Ikinci olarak
genetik  yapisindan dolayr plazmit ve bakteriyofajlarla kolay transforme
olabilmektedir. Ugiincii olarak iyi islenmis proteinlerini medyuma verebilmektedir
bu da daha sonraki basamaklarda saflastirmayi kolaylagtirmaktadir. Son olarak
B.subtilis ucuz ve kolay bir sekilde yogun olarak iiretilebilmektedir ayrica bu

bakterinin biiylime ve fizyolojik karakterleri iyi bir sekilde ¢alisilmistir.

B.subtilis disinda E.coli’ye alternatif olarak Ralstonia eutropha (Alcaligenes
eutrophus) da kullanilmaktadir. Bu bakteri E.coli ’ye bagh proteinlerin
ekspresyonunda meydana gelen bazi olumsuzluklarin iistesinden gelebilmektedir
(inkliizyon cisimciklerinin olusumu). Ayrica son donemde Pseudomonas ’a dayali

ekspresyon sistemleri gelistirilmistir [57] .
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1.3.2 Okaryotik Ekspresyon Sistemleri

1.3.2.1 Maya

S. cerevisiae rekombinant genlerin ekspre edilebilmesi amaciyla uzun bir
stiredir kullanilmaktadir. Molekiiler, genetik ve biyokimyasal 6zellikler bakimindan
okaryotlara biiyiik benzerlik gosterdigi icin dnem tasimaktadir. Ozellikle endiistriyel
fermentasyonda kullanilmaktadir. Pichia pastoris ve S. pombe son donemlerde,

S. cerevisiae’ya alternatif olarak kullanilmaktadir [57].

Ucuz ve kolay kiiltiire edilebilmesinin yanisira, mayanin zenginlestirilmis
endomembran sistemi hiicre i¢inde sentezlenen proteinlerin hiicre disina

salgilanmasini saglayabilmektedir [57].

Tek hiicreli bir Okaryot olan maya fonksiyonel acidan gerekli
posttranslasyonal modifikasyonlar1 gerceklestirebilmektedir. Memeli hiicrelerine

gore manuplasyonu ve kiiltiirii daha kolay yapilabilmektedir [57].

1.3.2.2 Filamentli Funguslar

Baska bir sistem olan filamentli funguslar da maya gibi rekombinant
proteinlerin ticari iiretiminde kullanilmaktadir.  Filamentli funguslar ozellikle
salgilanan proteinlerin oldukca biiyiilk miktarlarda iiretilebilmesini saglar.
Aspergillus niger ve Aspergillus oryzae’de rekombinant proteinlerin ekspresyonu

olduke¢a smirhidir.

Maya ile karsilastirildiginda o6zellikle hiicre digina salgilanan proteinlerin

mekanizmasi yeterli sekilde aydinlatilamamistir [57].
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1.3.2.3 Bocek/Baculoviriis

Baculoviriis oldukca spesifik bir konak¢iya gerek duydugundan infeksiyonu
boceklerle sinirlidir. Boceklerin ya da bocek hiicre hatlarinin baculoviriis ile infekte
edilmesiyle birgok rekombinant genin ekspresyonu saglanabilmektedir.  Bu
ekspresyon sisteminin en carpict Ozelligi Okaryotik proteinleri tiiretebilmesidir.
Ozellikle rekombinant glikoprotein iiretimi igin miikemmel bir sistemdir. As1

liretimi ve gen terapisinde kullanilan bir¢ok protein bu yolla iiretilebilmektedir [57].

Bununla birlikte bu sistemin bazi dezavantajlar1 da mevcuttur. Ornegin viriis
ile infekte edilen konakg¢i hiicre eninde sonunda o6ldiigiinden rekombinant genin
ekspresyonu siirekli olarak yapilamamaktadir. Bu nedenle bu sistem siirekli
fermentasyon kapasitesi bakimindan prokaryotik ve maya ekspresyon sistemlerinden

daha ilkeldir [57].

1.3.2.4 Memeli Hiicreleri

Memeli hiicre ekspresyon sistemleri yukarida deginilen diger biitiin
ekspresyon sistemlerinden daha avantajlidir. Ozellikle 6karyotik proteinlerde sinyal

sentezi seviyesi ve slirecini arttirirlar.

Bocek/Baculoviriis sisteminde oldugu gibi transfekte edilmis memeli hiicresi
yabanct DNA molekiiliiniin sinirsiz replikasyonuna bagh olarak oliir. Ilgilenilen
triintin stirekli olarak ekspresyonunun saglanmasi i¢in ilgilenilen gen konakgi
hiicrenin kromozomuna entegre olmalidir. Bu sistem reseptdr, sitokin ve enzimlerin
fonksiyonunun artmasini saglayan salgi ve hiicre i¢i proteinlerinin ekspresyonu igin

uygundur.

Yiiksek maliyeti, komplike teknolojisi ve kontaminasyon riski ile yliksek

Olcekli endiistriyel {iretim i¢in bir darbogaz teskil etmektedir [57].
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1.3.2.5 Transgenik Hayvan ve Bitki Ekspresyon Sistemleri

Hayvan ekspresyon sistemleri daha once deginilen ekspresyon sistemlerine
gore daha uzun bir iiretim periyodu ve yiiksek maliyet gerektirir buna karsilik {iriin
miktar1 oldukga diigiiktiir. Bu nedenle sistem temelde proteinlerin medikal amaclh

olarak ekspresyonunu hedefler.

Bitki ekspresyon sistemleri regiilator sekanslar kullanilarak ilgili proteinin
bitkinin istenilen kisminda ve istenilen gelisim basamaklarinda ekspre edilebilmesine
olanak  saglar. Ayrica  bitkiler bir fermantdr olmaksizin  kolayca
yetistirilebilmektedir. Ilgili genlerin tohumda ekspre edilmesi ile daha kararli, hazir
ve kolayca saflagtirilabilen proteinler elde edilebilmektedir. Bu sistem ayrica

immunojenik proteinlerin ekspre edilmesi amaciyla da kullanilmaktadir [57].

1.3.3 Ekspresyon Vektoriiniin Se¢cimi

Rekombinant proteinlerin ekspresyonunda sentezlenen proteinlerin kararsiz
ya da inaktif olmas1 gibi durumlarla karsilagilabilmektedir. Bu durumda secilen
ekspresyon sistemi, konake1 ve vektor segimi dahil pek ¢ok parametrenin gz onilinde

bulundurulmasi gerekmektedir [59, 60].

Plazmitler bakteri icerisinde bulunan otonom olarak replike olabilen ¢ift
zincirli ekstrakromozomal DNA pargalaridir.  Bir plazmitin klonlama amagh
kullanilabilmesi ic¢in diger hiicreler arasindan secilebilmesini saglayacak bir direng
geni tasimasi ve bulundugu ortamdan ayri olarak izole edilebilmesi gereklidir.
Ayrica belirli sayida restriksiyon kesim bolgesi de icermelidir. Temelde bir plazmit;
lac T geni, T7 RNA polimeraza 6zgii bir T7 promotorii, lac operatorii, polilinker
bolgesi, fl1 orijini, antibiyotige diren¢ geni ve ColEl orijini gibi 6nemli bir¢ok

bileseni igerir [59, 60].

Rekombinant protein ekspresyonunda, ColE1 ve pS51A replikonlar ile

cogaltilan plazmit vektorler kullanilir. Plazmitin kopya sayist replikasyon orjini
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tarafindan kontrol edilir. ColE1 replikonu, kopya sayis1 15-20 olan pBR322 ’den
veya kopya sayist 500-700 olan pUC plasmid ailelerinden koken alir. pS1A
replikonu ise kopya sayis1 10-12 olan pACYC184 plazmitinden koken alir [58, 61].

1.3.4 Rekombinant Proteinin Kararhhg:

Hiicreler lizise ugratildiklarinda hiicre zarindaki proteazlar sitoplazmik
proteinleri degrede eder. E.coli ’nin baz1 Proteaz mutant igceren soylart bu problemin
istesinden gelmenin en iyi yoludur. Proteaz inhibitorleri de yararli olabilir ancak
inhibitorii bilinmeyen birgok proteaz mevcuttur. Proteazlarin etkilerini azaltmanin
bir diger yolu da hiicre lizatin1 seri bir sekilde kromatografi materyaline tatbik
etmektir. Eger protein ekspresyon sirasinda degrede oluyorsa indiikleme zamani
daha kisa tutulmalidir (Genellikle proteinler bir gece boyunca indiiklendiklerinde

degrede olurlar) [62].

1.3.5 Nadir Kodon Engeli

Aminoasitlerin ¢ogu birden fazla kodon tarafindan kodlanir. Her
organizmanin varolan 61 kodonu kullanma egilimi farklidir. Hiicredeki tRNA
populasyonu, mRNA populasyonunun kodon egilimini iyi bir sekilde yansitir. Hedef
genin  E.coli ’de ekspresyonu baslayinca kodon kullanimindaki farklilik
populasyonda az olan ya da bulunmayan tRNA ’ya olan ihtiyactan dolay1
translasyona engel olabilir.  Yetersiz tRNA havuzu, translasyonun hizinin
yavaglamasina, erken sonlanmasina, cer¢eve kaymasina ve mistranslasyona yol
acabilir. pET sistem ve diger E.coli ekspresyon sistemlerinde hedef proteinin sentezi
nadir kodona bagl olarak tamamen engellenmez. Sadece ekspresyon seviyesi diisiik

olabilir [63].

Ekspre edilen proteinle birlikte ayni soydan gelen tRNA genlerinin de

ekspresyonunun yapilmasi ile bu problem pratik olarak ¢6ziilebilir [58].
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1.3.6 Inkliizyon Cisimciklerinin Olusmasi

Rekombinant proteinin yiliksek seviyede ekspresyonu E.coli ’de bir stres
cevabi olusturabilir. Is1 soku, aminoasit tilkenmesi veya acligi gibi ¢evresel kosullar
stres cevaplarinin olusmasina neden olur [58].

Protein aktivitesi tam {i¢ boyutlu yap1 katlanmalarina baglidir. Is1 soku gibi
stres kosullar1 iz vivo ’da protein katlanmalarini bozar ve inkliizyon cisimleri olarak
adlandirilan sekilsiz protein graniillerinin olusumuna neden olur.  Inkliizyon
cisimleri, rekombinant proteinin yiiksek oranda ekspresyonu sirasinda, stres cevabi
olarak olusur. Rekombinant ekspresyon sisteminde inkliizyon cisimlerinin olusumu
in vivo ’da protein kiimelesmesi ve coziilmesi arasindaki dengesizlik nedeniyle
olusur. Rekombinant sistemdeki protein kiimelesmesi, sicaklik, ekspresyon orani,
E.coli metabolizmasi, ¢oziiniir kuyruk teknolojisi gibi hedef protein miihendisligi ve
saperon kodlayan plasmid ile birlikte ekspresyon gibi parametrelerle azaltilabilir [58,

63-67].

1.3.7 pET Ekspresyon Vektor Sistemi

pET vektor sistemi rekombinant proteinlerin klonlanmasi ve E.coli ’de
ekspresyonu igin gelistirilmis yeni ve giiclii bir sistemdir. Istenilen proteinin biiyiik
miktarda ve cabuk olarak iiretilebilmesini saglayacak sekilde tasarlanmigtir. pET
vektor sistemi T7 bakteriyofajinin giiglii transkripsiyon ve translasyon sinyalleri
kontroliinde proteinlerin ekspre olmasimi saglar. Ekspresyon konuk hiicrenin T7

RNA polimerazi ile de tesvik edilir [68].
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Sekil 1.8 pET Ekspresyon Vektor Sistemi [68]

pET vektor sistemi, ekspresyona yeni opsiyonlar sunacak sekilde siirekli

gelismektedir. Bugiin ticari olarak 42 farkli pET vektor sistemi bulunmaktadir [68].
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Rekombinant molekiiliin ekspresyonunda etkili olan mekanizma soyledir;

E_coli kromozomuna entegre olmug
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Sekil 1.9 Rekombinant Proteinin Ekspresyonu[69]

molekiil olusturarak yapisal genlerin

Lacl geni bir baskilayici
transkripsiyonunu regiile eder. Baskilayici molekiil allosterik yapidadir yani bagka

bir molekiile tersinir olarak baglanir. Hem ii¢ boyutlu yapisi hem de kimyasal

aktivitesi degisir.

Baskilayict molekiil normal olarak operator bolgenin DNA dizisi ile iliski

kurmaktadir. Bu durumda, RNA polimerazin islevi engellenir ve yapisal genlerin

transkripsiyonu baskilanir.
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Ortamda IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) varsa baskilayiciya
baglanir ve baskilayci allosterik konformasyonel degisiklige ugrar. Bu degisiklik

sonucu baskilayicinin baglanma bélgesi degistigi i¢in, operator bolgeye baglanamaz.

Boylece RNA polimeraz yapisal genlerin transkripsiyonunu gerceklestirir ve

laktoz metebolizmasi i¢in gerekli olan enzimler sentezlenir [69, 70].

1.4 Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisidir. Bir biyolojik
ligand (veya onun sentetik bir analogu) ile saflastirilmak istenen molekiil tizerindeki
komplementer baglama bdlgesi arasindaki spesifik etkilesimi esas alan, giiglii bir
protein saflagtirma teknigidir. Biyolojik ligandlar arasinda; substrat, koenzim,

hormon, antikor, niikleik asit gibi yapilar 6rnek olarak verilebilir.

Bu yontem sayesinde ¢ok yorucu, zor ve bazi hallerde imkansiz olan bir¢ok
ayirma ve saflastirma islemi kisa zamanda gergeklestirilebilir ve yiiksek verimde

binlerce kez saflastirilmis bilesikler elde edilebilir [38].

Afinite kromatografisi ilk defa 1910 yilinda amilazin ¢oziinmeyen nisastaya
adsorpsiyonu sonucu izolasyonunda kullanilmistir.  Ancak ligandlarin kovalent
olarak baglanabilecegi ve dayanikli kati destek materyallerinin (matriks)
bulunmamasi nedeniyle bu teknigin yaygin halde uygulanmasi 1967°den sonra
gergeklesebilmistir.  Bu tarihte primer amino grubuna sahip bilesiklerin siyanojen
bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmis olan polisakkarit matriks {izerine kovalent

baglanabilecegi gosterilmistir [38].
Literatiirde afinite jelleri i¢in kullanilan matrikslerin aktivasyonu i¢in, CNBr

aktiflestirmesi disinda, oksiran ve karbodiimid aktiflestirilmesi gibi degisik

aktiflestirme yontemleri de bulunmaktadir.

25



Afinite kromatografisinin yayginlagmasindan sonra, yontemin avantajlarindan
ve modifikasyonlara ag¢ik olmasindan yararlanilarak, biyospesifik ligandlarla
antikorlar, enzimler, bazi tasiyic1 proteinler, niikleik asitler ve ¢ok saf halde elde

edilmeye baslanmistir.

Afinite kromatografisinde, kat1 destek materyaline “ligand” ad1 verilen 6zel bir
molekiill immobilize edilir. Bu molekiil saflastirilmak istenen materyale karsi
spesifik bir biyolojik ilgi duyarak onu belirli bir kuvvette doniisiimlii bir sekilde
baglamalidir [38].

Sephadex veya Sepharose gibi kati destek materyallerinden birine, uygun
yontemlerle ligandin baglanarak hazirlanmas1 sonucu olusturulan bir afinite
kolonundan saflastirilmasi diisiiniilen bir molekiil karisimi gegirildiginde, sadece
saflastirilmasi istenilen molekiil ligandla etkileserek kolonda tutulur. Istenmeyen
biitiin safsizliklar kolondan uygun bir tampon (yikama tamponu) gegirilerek
uzaklagtirilir. Kolonda tutulan ilgili molekiil spesifik eliisyon tamponuyla kolondan
almir. Spesifik eliisyon, ilgili molekiile liganddan daha fazla afiniteye sahip madde
iceren bu tampon ¢ozelti ile gergeklestirilir. Bu yontemle tek basamakta yiizlerce kat

saflastirma yapilabilir (Sekil 1.10).

Afinite kromatografisi yonteminde, saflastirilacak molekiiliin  liganda
baglanmasi konusunda 6nemli bir sorun yasanmaktadir. Cogu durumda matriks ile
saflagtirilacak molekiil arasinda, sterik engellerden dolayi ilgili molekiiliin baglanma
sorunu olusabilir ve kolon verimi azalabilir. Bu sorunun 6niine ge¢mek icin ligand
ile matriks arasina uygun bir uzanti kolu takilir. Uzanti kolu adi verilen bu
molekiiliin 6-8 karbonlu bir yapidan olusmasi kolon verimini en yiiksek seviyede
tutmaktadir. Eger uzant1 kolu gereginden daha uzun olursa, kol iizerine istenmeyen
molekiiller baglanir ve bu molekiiller yikama ile giderilemeyebilir. Uzanti kolunun
gereginden kisa olmasi durumunda ise, sterik engellerden dolayr molekiiliin

baglanma sorunu devam edebilir [38].
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1.5 Amacg

Karbonik  Anhidraz inhibitorleri pek ¢ok hastaligin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu tedavide karsilagilan en biiylik problem kullanilan inhibitoriin,
izoenzime dokuya ya da en azindan organa spesifik olmamasidir. Bu ilaglarin diger

CA izoenzimlerini de inhibe ettiklerinden dolay1 yan etkileri vardir [38].

Yiiksek goz ici basinci ile ortaya ¢ikan glokom hastaliginda uzun yillardan
beri gliclii CA inhibitorleri olarak siilfonamidler kullanilmaktadir. Siilfonamidler
gozde bulunan insan karbonik anhidraz II izoenziminin aktivitesini bloke edip goz i¢i
stvisinin olugmasini azaltarak goz i¢i basincini diigiirmektedir. Su an klinikte
kullanilan asetozolamid CAII inhibisyonu yaninda 6zellikle eritrositlerde bulunan
HCA 1’1 de inhibe ettigi bilinmektedir. Buna bagl olarak bir¢ok olumsuz yan etkiler
ortaya ¢ikmaktadir. Bu amagla son yillarda HCA-II ye spesifik pek ¢ok siilfonamid
sentezlenmeye calisilmig ancak asetozolamide karst ciddi bir rakip heniiz
bulunamamistir. Bunun en 6nemli nedeni inhibisyon mekanizmasinin tam olarak

aydinlatilmamasidir.

Bu giin bilinen inhibisyon mekanizmasi siilfonamidlerin SO, NH, grubundaki N
atomu CA izoenzimlerinin aktif bélgesindeki Zn™ ’ye baglanirken Thr199
rezidiistiniin NH grubu ile siilfonamid grubunun oksijeni arasinda hidrojen bagi
bulunmaktadir. Ancak bu mekanizma farkli siilfonamidlerin farkli inhibisyon
etkisine sahip olmalarimi agiklayamaz. Baglanmada bunun disinda hidrofobik

etkilesmelerin de etkili oldugu kesindir [35].
Bu c¢alismada HCA-I izoenzimi iizerinde hidrofobik cepte bulunan Phe91

aminoasit rezidiileri yonlendirilmis mutagenez yontemi ile daha polar olan Asn

aminoasiti ile degistirilerek siilfonamid ve asetozolamide karsi ilgisi arastirilmistir.
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Ayrintili ¢aligma basamaklari asagida sunulmustur;

1) Orijinal hCAI geninin klonlanmasi

2)

3)

4)

5)

a.

K562 (insan kronik myeloid 18semi hiicre hatt1) ve HL60 (Insan Akut
myeloid 16semi hiicre hatt1) hiicrelerinden total RNA izolasyonu
yapildi.

RT-PCR stratejisi ile hCAI geninin cDNA ’s1 elde edildikten sonra
pGEM-T vektoriine klonlandi

Klonlanan gen, dizi analizi ve biyoinformatik yontemler kullanilarak
dogrulandu.

hCA 1 geninin vePhe91Asn mutantinin ekspresyon amaci ile bir

ekspresyon vektorii olan pET21a(+) ’ya alt klonlamas1 yapildi.

Yonlendirilmis Mutagenezle orijinal hCAI ’de mutasyonlar olusturulmasi

a.

PCR stratejisi kullanilarak Phe91 pozisyonundaki rezidi, Asn
aminoasiti ile degistirildi.
Olusturulan olas1 mutant, dizi analizi ve biyoinformatik ydntemler

kullanilarak dogrulandi.

Orijinal ve mutant hCAI plazmitleri BL 21(DE3) Kodon Plus hiicrelerine

transforme edilip ekspresyonu yapildi.

Ekspresyonu yapilan rekombinant proteinler HCA 1 izoenzimine spesifik

afinite jeli kullanilarak saflastirildi.

Saflastirilan orijinal ve mutant enzimlerin hidrataz ve esteraz aktivite tayinleri

yapildiktan sonra inhibitorlerin etkisi belirlendi.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Kullanmilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Sigma Aldrich ve Merck’ten temin
edilmistir. Doku kiiltiirtinde kullanilan medyum ve kimyasallar Sigma ve Biochrom
AG firmalarindan saglanmistir.  Molekiiler Biyoloji ¢alismalarinda kullanilan
kimyasal, enzim ve kitler Stratagene, Invitrogen, Fermentas MBI, New England
Biolabs, Promega, Qiagen ve Sigma firmalarindan temin edilmistir.

2.1.2 Calismada Kullanilan Laboratuar Gerecleri

Calismada kullanilan laboratuvar cihazlari Cizelge 2.1 ’de listelenmistir.

Cizelge 2.1 Kullanilan Laboratuvar Geregleri

Kullanilan Gere¢ Modeli

-86 °C Derin Dondurucu Sanyo, Japonya

CO;, ’li Inkiibator Nuair

Laminar Air Flow Telstar BIOII, Ispanya

Mikroskop Nikon Eclipse

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
Buzdolab1 Profilo, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator Shel-Lab, USA
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Cizelge 2.1’in devami

Elektroforez Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya

Etiiv WTB, German, Niive, Tiirkiye
Isitmali Manyetik Karistirici Velp Scientifica, Ispanya
Kromatografi Kolonu Sigma (Icm ¢ap ve 20cm uzunluk)
Otoklav Hirayama, Japonya
Thermocycler Techne Progene, Ingiltere

pH Metre WTW, Almanya

Jel goriintiileme sistemi Bioimagining Systems

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)
MikroSantrifiij Sigma Laborzentrifugen, Germany
Santrifiij Hettich Zentrifugen, Germany
SDS PAGE Aparatlari Atto, Japonya

Horizantal Calkalayici GFL, Almanya

Elektroforez i¢in Gii¢ Kaynagi Consort, Ingiltere

Sicak su banyosu Elektro-mag, Tiirkiye

Is1 kontrollii ¢alkalamali etiiv GFL , Almanya

Isitict blok FALC, italya

UV visible Spektrofotometreler Heiosa (Unicam), Metro Lab,
Vorteks Elektromag, Tiirkiye

Pipetler Finnpipette, Eppendorf

2.1.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Malzemeler
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Hiicre Kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute) Medyum, FCS (Fetal Calf Serum), Penisilin-Streptomisin soliisyonu, L-
Glutamin, DMSO (Dimetil Siilfoksit), Tripan Blue Soliisyonu, Sigma ve Biological

Endustries firmalarindan temin edilmistir.

2.1.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Hiicre Soyu

Calismada Insan Akut Myeloid Losemi (HL60) ve Kronik Myeloid Losemi
(K562) hiicre hatlar1 kullanilmistir [71]. Calismada kullanilan bu hiicreler Ege
Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesi 6gretim iiyesi Prof.Dr. Ismet DELILOGLU
GURHAN’ dan temin edilmistir.

2.1.5 Bakteriyel Hiicre Soylari

Klonlama ve stok amacli DH5a (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AMIS)
hsdR17recAl endAl gyrA96 thr-1 rl Al) ve XL-1Blue siiper kompetent (recAl
endA1l gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB laclqZAMI15 Tnl0 (Tetr)])
E.coli soyu kullanilmistir [60]. Ekspresyon amagh ¢alismada kullanilan bakteri soyu
BL 21 (DE3) ’tiir. Bu soyun genotipi (E. coli B F— dem ompT hsdS(rB— mB-) gal
MDE3) seklindedir [56].

2.1.6 Plazmitler
Calismada PCR firiinlerinin klonlanmas1 amaciyla pGEM-T vektor sistem I
kullanilmistir [72].  Plazmit haritas1 Sekil 2.1 ’de gosterildigi gibidir [72].

Ekspresyon amagcli kullanilan plazmit pET21a (+)’dir. Plazmit haritas1 Sekil 2.2 *de
gosterilmistir [68, 73].
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2.1.7 Tamponlar ve Cozeltiler

2.1.7.1 RNA Cahsmalarinda Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

DEPC (Dietilpirokarbonat) *I Su: 0.1mL DEPC, 100mL dH,0O’ da ¢oziiliir.
37 °C’de 12 saat bekletildikten sonra 121°C ’de 20 dakika otoklavlanir. RNA
calismalarinda kullanilacak olan tamponlar DEPC ’li su kullanilarak hazirland1 [75].

2.1.7.2 Formaldehit-Agaroz Jel Elektroforezi Tamponlari

Formaldehit agaroz jel elektroforezinde kullanilan jel tamponu ve tank

tamponu Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3 ‘te gosterildigi sekilde hazirlanmistir [75].

Cizelge 2.2 Formaldehit Agaroz Elektroforezi Jel Tamponu

FA jel tamponu Stok Sol. Son Konsantrasyon Son Kon.
MOPS(pH:7) IM 0.2M 20mM
EDTA(pH:8) 0.5M 0.05M ImM
NaAc IM 0.01M SmM
dH,O 1L ’ye tamamlanir

Tampon DEPC ’li su ile hazirlanir, pH: 7 *ye ayarlanir. Otoklavlanir.

Cizelge 2.3 FA Jel Elektroforezi Tank Tamponu

FA Tank Tamponu Son Konsantrasyon
10X FA Jel Tamponu 1X

%37 ’lik (12.3M) Formaldehit 0.25M

DEPC ’li dH,O 1L ’ye tamamlanir
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2.1.7.3 Bakteri Calismalarinda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

2.1.7.3.1 Plazmit izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

Plazmit izolasyonunda kullanilan ve hiicreler i¢in izotonik bir ortam olusturan
soliisyon I, hiicre duvarmin pargalanmasi ve denatiirasyon amaciyla kullanilan
soliisyon II ve hiicre duvan ile kromozomal DNA ’nin ¢oktiiriilmesi amaciyla
kullanilan soliisyon III Cizelge 2.4, Cizelge 2.5, Cizelge 2.6 ’da belirtilen sekilde
hazirlanmistir [76].

Cizelge 2.4 Soliisyon I

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon (mM)
IM Glukoz 50mM

IM Tris-HCI (pH: 8) 25mM

0.5M EDTA (pH: 8) 10mM

ddH,O 100mL ’ye tamamlanir.

Otoklavlanir. +4 °C ’de saklanir.

Cizelge 2.5 Soliisyon II

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon
0.5M NaOH 200mM

% 10 SDS %1

ddH,O 10mL’ye tamamlanir.

Otoklavlanir. +4 °C ’de saklanir.
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Cizelge 2.6 Soliisyon III

Kimyasal Madde Miktar
KOAc 29.44¢r
%99 G.Asetik Asit 11.5mL
ddH,O 100mL ’ye tamamlanir.

KOACc, yaklasik 50mL suda ¢oziiliir, Asetik Asit ilave edilir. dH,O ile 100mL ’ye

2.1.7.3.2 Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

DH5a ve XLIBlue hiicre hatlarim1 kompetan hale getirmek amaciyla

kullanilan ¢6zeltiler ve son konsantrasyonlar1 Cizelge 2.7 *de verilmistir [76].

Cizelge 2.7 Kompetan Hiicre Hazirlanmasinda Kullanilan Soliisyonlar

Kimyasal madde Son Konsantrasyon
1M CaCl, 100mM
%99 Gliserol %40

BL 21 (DE3) hiicre hattinin kompetan hale getirilmesi amaciyla kullanilan
tritilasyon tamponu Cizelge 2.8’de gosterildigi sekilde hazirlanmistir [77].

Cizelge 2.8 Tritilasyon Tamponu

Kimyasal madde Son Konsantrasyon
CaCl, 100mM

MnCl, 70mM

Na Asetat 40mM

pH=5.5 e ayarlanir
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2.1.7.4 Agaroz Jel Elektroforezi Tamponlar:

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan Tris-Borik Asit EDTA Tamponu
Cizelge 2.9 ’da belirtilen sekilde hazirlanmastir.

Et-Br Stok Soliisyonu: 10mg/mL olacak sekilde steril dH,O ile hazirlanir.

Koyu renkli 151k gecirmeyen bir sisede muhafaza edilir.

Cizelge 2.9 Tris-Borik Asit EDTA Tamponu (0.5X)

Stok Soliisyon Son Konsantrasyon
IM Tris-borate 0.045M
0.5M EDTA (pH:8) 0.001M

2.1.7.5 Protein Ekspresyonunda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

LB Agar ve LB Besiyerleri: Uretici firmanin belirttigi miktarda destile H,O

i¢inde ¢oziiliir ve 121 °C *de 20 dakika otoklavlanarak hazirlanir.

Ampisilin Stok Soliisyonu: 100 mg/mL olacak sekilde steril destile H,O ile

hazirlanir. 0,22um ’luk filtreden siiziilerek steril edilir. -20 °C ’de saklanur.

SmM ZnCl; Soliisyonu: 0.068gr ZnCl,, 100 mL destile H,O ’da ¢oziiliir ve

otoklavlanarak steril edilir.

Bakterilerin Yikanmasinda Kullanilan Tris-Cl Tamponu Cizelge 2.10°da

belirtilen sekilde hazirlanmistir.
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Cizelge 2.10 Tris-Cl Tamponu [69]

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
Tris-base 20.19M
dH,O 100mL’ye tamamlanir

Tris-base 90mL dH,O ’da ¢oziiliir. pH=7.6 ’ya ayarlanarak hacim 100mL ’ye

tamamlanir. 121 °C ’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilir.

Bakteri hiicrelerini lizise ugratmak amaciyla kullanilan lizis tamponu Cizelge

2.11 ’de belirtilen sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 2.11 Lizis Tamponu [69]

Kimyasal Madde Miktar

Tris-base 20mM

0.5M EDTA 0.5mM

0.5M EGTA 0.5mM

dH,O 1L’ye tamamlanir.

Tris-base, 0.5M EDTA, 0.5M EGTA 800mL destile H;O ’da ¢oziilir. pH 8.7’ye

ayarlanir. Otoklavlanir. +4° C ’de saklanir.

PMSF (Fenilmetilsiilffonil Florid) Stok Soliisyonu (100X=100mM) :
174mg PMSF 10ml 2-propanolde ¢oziilir. Isik almayacak sekilde -20 °C ’de

saklanir.

Lizozim Stok Soliisyonu: 50 mg/ ml olacak sekilde destile H,O ile

hazirlanir. -20 °C *de muhafaza edilir.
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2.1.7.6 Biyokimyasal Calismalarda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

2.1.7.6.1 Sepharoz 4B-L-tirozin-siilfonamid Afinite Jel Tamponlar

Afinite kromatografisinde kullanilan dengeleme tamponu, yikama tamponu

ve ellisyon tamponu Cizelge 2.12, 2.13, 2.14 ’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 2.12 Dengeleme Tamponu

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
Na,SO4 0.1IM

Tris-Cl 25mM

EDTA 0.5mM

dH,O 1L ’ye tamamlanir.

Na;SOq4, EDTA ve Tris-Cl1 950mL dH,O ’de ¢oziiliir. pH 8.7 ye ayarlandiktan sonra

1L ’ye tamamlanir.

Cizelge 2.13 Yikama Tamponu

Kimyasal Madde-Son Konsantrasyon Miktar

Na,SO4 22mM

Tris-Cl 25mM

EDTA 0.5mM

dH,O 1L ’ye tamamlanir.

Na;SOq4, EDTA ve Tris-Cl1 950mL dH,O ’de ¢oziiliir. pH 8.7 ye ayarlandiktan sonra

1L ’ye tamamlanir.
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Cizelge 2.14 Eliisyon Tamponu

Kimyasal Madde-Son Konsantrasyon Miktar

Na,HPO4 50mM

NaCl IM

EDTA 0.5mM

dH,O 1L ’ye tamamlanir.

Na,HPO4, EDTA ve NaCl 950mL dH,O ’de ¢oziilir. 1M HCI ile pH=6.3 ’e

ayarlanarak toplam hacim 1L ’ye tamamlanir.

2.1.7.6.2 Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Bradford yontemi i¢in gerekli ¢ozeltiler Cizelge 2.15 ve 2.16 ’da belirtilen

sekilde hazirlanmustir.

Cizelge 2.15 Bradford Boyama Cozeltisi [35]

Kimyasal Madde Miktar
Coomassie Brillant Blue G-250 0.1g

Etanol 50mL

%095 ’lik Fosforik Asit 100mL

dH,O 1L ye tamamlanir

Cizelge 2.16 Standart BSA Cozeltisi

Kimyasal Madde Miktar
Serum Albumin 0.01g
dH,O 10mL ’ye tamamlanir

40




2.1.7.6.3 Protein Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar
Protein elektroforezinde kullanilan ayirma jeli, yigma jeli, tank tamponu,

boyama ve aritma ¢ozeltileri bilesenleri ve son konsantrasyonlar1 Cizelge 2.17, 2.18,

2.19,2.20, 2.21 ’de gosterilmistir.

Cizelge 2.17 %12 ‘lik Ayirma Jeli [35]

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon

%30 Akrilamid/ Bis Akrilamid karisimi %12

1,5M Tris (pH:8.8) 375mM
%10 SDS %0.1
%10 Amonyum per siilfat %0.1
%99 TEMED %0.4

20 ml toplam hacme sahip olacak sekilde dH,O eklenir.

Cizelge 2.18 Yigma Jeli (%5) [35]

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon
%30 Akrilamid karigimi % 4.875

1 M Tris (pH 6,8) 125mM

%10 SDS %0.1

%10 Amonyum per siilfat %0.1

%99 TEMED %0.1

20 ml toplam hacme sahip olacak sekilde destile H,O eklenir.
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Cizelge 2.19 Tank Tamponu [35]

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon
IM Tris 25mM

IM Glisin 250mM

%10 SDS %0.1

Cizelge 2.20 Numune Tamponu [35]

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon
IM Tris 50mM

%10 SDS %1

0.5M EDTA pH 8 2mM

%99 Merkaptoethanol %1

%100 Gliserol %10

%99 Bromfenol Mavisi %20

Cizelge 2.21 Boyama Cozeltisi [35]

Kimyasal Madde Miktar
Coomassie Brillant Blue 250 0.25¢g
%95 Etanol 100mL

%10 Asetik asit ile karigtirilir.
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Cizelge 2.22 Aritma Cozeltisi [35]

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
%99 Asetik asit %5
%99 Etanol %50

2.1.7.6.4 CA-CO, Hidrataz Aktivitesi (")l(;l'imiinde Kullanilan Tamponlar

CO, Hidrataz Aktivite Tamponu, IndikatéSr Tamponu ve doygun CO,

cozeltileri Cizelge 2.23, 2.24, 2.25 ’te bilesenleri ve son konsantrasyonlar: ile

verilmistir.
Cizelge 2.23 CO, Hidrataz Aktivite Tamponu [35]
Kimyasal Madde-Son Konsantrasyon Miktar
Na,CO; 0.15M
NaHCOs3 0.1M
dH,O 1L ’ye tamamlanir

Na,CO; ve NaHCO3 950mL dH,0 ’de ¢oziliir. pH 10’a ayarlandiktan sonra 1L’ye

tamamlanir.
Cizelge 2.24 Indikatér Tamponu [35]
Kimyasal Madde Miktar- Son Konsantrasyon
Fenol kirmizi 0.01256¢g
NaHCO:; 0.15M
dH,O 1L ’ye tamamlanir

43



Cizelge 2.25 Doygun CO, Cozeltisi [35]

Kimyasal Madde

Miktar

dH,O

500mL

0 °C ’de 1 dakika siire ile CO, gegirilerek hazirlanir. Olgiimler siiresince yenilenir.

2.1.7.6.5 Esteraz Aktivitesi Olciimiinde Kullanilan Tamponlar

Esteraz aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi giinliik olarak

hazirlanir. 27 mg ester (p-nitro fenil asetat) 1mL aseton igerisinde ¢oziiliir. Hizlica

karigtirilan 49 mL suya damla damla ilave edilir.

Aktivite tayininde 0.05 M’ lik Tris-SO4 (pH 7.4) tamponu kullanildi [35].
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2.2 Metot

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

2.2.1.1 Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarimin Temizligi

Hiicre kiiltiirii laboratuvari periyodik olarak virkonlu su ile temizlenerek steril
edildi. Calisma sonunda UV lamba agik birakilarak ortamin steril hale gelmesi

sagland.

2.2.1.2.1 Steril Kabinin Temizligi

Steril kabinin ¢ikarilabilir 6zellikteki parcalar1 otoklavlanarak ve i¢ yiizeyi
periyodik olarak virkonlu su ile silinerek steril edildi. Daha sonra %70 ’lik etil alkol
ile kabinin i¢ yiizeyinin temizligi yapildi. Caligma baslamadan en az yarim saat 6nce
steril kabin ¢alistirilarak ortamin sterilizasyonu saglandi. Calisma sonunda UV

lamba agik birakilarak ortamin steril hale gelmesi saglandi.

2.2.1.2.2 CO; ’li Inkiibatériin Temizligi

CO>’li Inkiibatériin ¢ikarilabilen biitiin pargalar1 ve i¢ yiizeyi virkon igeren su
ile temizlenip kurulandiktan sonra %70 ’lik etil alkol ¢ozeltisi ile temizlendi. Cihaza
bagl bulunan CO, tiipiindeki CO, miktar1 diizenli olarak kontrol edildi. Inkiibator
filtrelerinin periyodik olarak degistirilmesine dikkat edildi. Inkiibatdriin igerisindeki
ortamin nemli kalmasini saglanmak amaciyla alt kisimdaki su tablasina steril edilmis

su koyuldu ve bu su diizenli olarak degistirildi.
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2.2.1.3 Kullanilan Malzemelerin Temizligi

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan cam pipetler dncelikle Kromik Asit
cozeltisinde 1-2 saat bekletildi. Deterjanli su ile yikanip iyice durulandiktan sonra ii¢
kez dH,O ’dan gecirildi. Sterilizasyon amagli kagitlara sarilarak 180 °C ‘de pastor
firininda 90 dakika steril edildi.

Istya dayankli ependorf, pipet ucu, soliisyonlar ve gerekli diger malzemeler

otoklavda 121°C ‘de 20 dakika steril edildi.

Otoklavlanarak steril edilmeye uygun olmayan soliisyonlar i¢in 0.22um ’luk
enjektor ucu filtre kullanilda.

2.2.1.4 Hiicre Kiiltiirii Deneylerinde Kullamilacak Malzemenin Hazirhgi

2.2.1.4.1 Medyumun Hazirlanmasi

Hiicre Kiiltiirii deneylerinde, K562 ve HL60 hiicre hatlar1 icin ticari olarak
temin edilen RPMI 1640 medyumu kullanildi. Medyumun i¢ine %10 FCS, son
konsantrasyonu 100 iinite/mL olacak sekilde Penisilin, 10 pg/mL olacak sekilde
Streptomisin ve 0.2 mM olacak sekilde L-Glutamin soliisyonu 0.22 pm ’luk filtreden
gecirilerek eklendi.

2.2.1.4.2 FCS’ nin hazirlanmasi

Stok serum ilk kullanimdan 6nce 56 °C ’de 1 saat 1s1 ile inaktive edildi. 0.22

um ’luk filtreden gegirilerek steril edildikten sonra kullanildi. -20 °C ‘de muhafaza

edildi.
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2.2.1.4.3 -80 °C Derin Dondurucuda Stoklanan Hiicrelerin A¢ilmasi

Su banyosu 6nceden 37 °C ’ye ayarlanarak ¢alismada kullanilacak olan RPMI
1640 medyum ve FCS su banyosunda ilitildi.  Hiicre soyu ile ¢alismaya
baslanilmadan en az yarim saat dnce steril kabin ¢alistirildi. %70 ’lik Etil alkol ile
steril kabinin i¢ yiizeyi temizlendikten sonra 1litilan FCS ve medyumun dis yiizeyleri
%70’lik alkol ile temizlenerek steril kabin i¢ine alindi. Kullanilacak olan medyuma
%10 oraninda FCS, filtreden gegirilerek eklendi. -80°C derin dondurucudan
c¢ikarilan K562 ve HL60 hiicre hatlar1 su banyosunda ¢oziindiikten sonra pastor pipeti
yardimiyla falkon ic¢indeki medyuma aktarildi. 1000rpm ’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra iistte kalan medyum uzaklastirildi. Dipte kalan hiicre pelleti
belli bir miktar taze medyumda ¢oziilerek esit oranda flasklara paylastirildi. Daha
sonra gerekli miktarda medyum hiicrelerin paylastirildigi flasklarin igine eklendi.

Hiicreler %S5 igeren 37 °C sicakliktaki inkiibatdriin i¢cinde bliyimeye birakildi.

2.2.1.5 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask i¢inde belirli bir yogunluga ulagan hiicreler pasajlandi. Bu amagcla flask
icindeki silispansiyon hiicre kiiltiirii falkona aktarilarak 1000rpm ’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra iistte kalan medyum uzaklastirildi. Dipte kalan hiicre
pelleti belirli miktarda taze medyumda (%10 FCS igeren) c¢oziildi.  Hiicre
stispansiyonu flasklara esit olrak paylastirildiktan sonra gerekli miktarda medyum

flasklarin i¢ine eklendi.

2.2.1.6 Hiicre Sayiminin Yapilmasi

RNA izolasyonu i¢in yeterli miktarda hiicreyi alabilmek i¢in Tripan Mavisi
ve Toma Lami yardimiyla hiicre sayimi yapildi. Bu islem i¢in su yol izlendi: Flaskin
icerigi falkona aktarildiktan sonra 1000 rpm ’de 5 dakika santrifiij yapildi. Ustte
kalan pellet uzaklastirildikan sonra dipte kalan hiicre pelleti 6 ml medyumda

¢Oziildii.  Hiicreler falkonda homojen bir sekilde c¢oziildikten sonra hiicre
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stispansiyonundan 10pl alinarak bir ependorfa koyuldu. Ayni ependorfa 10ul Tripan
Mavisi eklendikten sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Pipetaj
yapilarak hiicrelerin ependorfta homojen bir sekilde karismasi saglandiktan sonra Bu
karisgtmdan 10ul alimarak Toma lamina aktarildi (Sekil 2.3). Mavi renge boyanan

hiicreler 6lii olduklarindan sayima dahil edilmedi.

Sekil 2.3 Toma Lami [78]

Gorilintli alanindaki canli hiicrelerin sayimi yapildi. Sayim sonucu 1 mL *deki

hiicre miktar1 agsagidaki formiile gore hesaplandi.

ImL deki hiicre sayist = Alanda sayilan hiicre miktar1 x 10* x Seyreltme

faktori
2.2.2 RNA ile Ilgili Teknikler
2.2.2.1 RNA izolasyonunun Yapilmasi

HL60 ve K562 hiicre hatlarindan Qiagen RNeasy Mini Kit ‘te belirtilen
prosediire gdre total RNA izolasyonu yapild1 [75]. Izolasyon icin 3.500.000 hiicre
kullanildi. Izole edilen RNA, 40 pul RNaz icermeyen steril destile H,O ile eliie
edildi.
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2.2.2.2 RNA Miktarimin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

izole edilen RNA 1:40 oraninda RNaz icermeyen dH,O ile sulandirildi.
Kuvartz 96 well plate kullanilarak Asg ve Ajgo dalga boylarinda absorbans alindi.
Azeo/Azgo orant hesaplanarak RNA ’nin saflifi belirlendi. RNA konsantrasyonu
asagidaki formiile gore hesaplandi [75].

RNA miktar1 = 40pg/ml x ODagp x Seyreltme Faktorii= pg/mL RNA

2.2.2.3 Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA 6rnekleri RNaz enziminin etkilerine kars1 agik oldugundan
kullanilan cam malzemeler, elektroforez tanki ve su RNaz enziminden

arindirilmalidir. RNaz igermeyen su Boliim 2.1.7 ’de belirtildigi gibi hazirlandi.

Cam malzemeler % 0.1 DEPC igeren suda 12 saat bekletildikten sonra

otoklavlandi.

Elektroforez tanki dnce % 0.5 ’lik SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) ¢ozeltisi ile
yikandi. Daha sonra RNaz i¢cermeyen su ile durulandi. Saf etanolden gegirildikten

sonra kurumaya birakildi.

Izole edilen RNA ’nin jelde gorntiilenmesi amaciyla %1 ’lik Formaldehit
Agaroz Jel Elektroforezi yapildi. Jelin yapim i¢in 0.5 gr agaroz tartilip 10X ’lik jel
tamponunda (Cizelge 2.2) ¢oziildii. RNaz igermeyen steril dH,O ile 50 mL ’ye

tamamlandi.

Jel kaynatildiktan sonra 50°C ’ye kadar sogumasi beklendi. %37 ’lik
(12.3M) formaldehitten 0.9 mL eklendi ve homojen bir sekilde karigmasi saglandi.
10mg/mL Et-Br stok solisyonundan 1 pl eklendi. Jel elektroforezinin kasetine
uygun bilyiikliikteki taraklar yerlestirildikten sonra hazirlanan jel kasete dokiildi ve

jelin polimerlesmesi beklendi [75].
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RNA 6rnekleri once 70°C ‘de 10 dakika 1s1 ile denatiire edilip daha sonra 10
dakika buzda bekletildi. Ornekler jele yiiklenerek 1X FA Jel tamponu (Cizelge 2.2)
icerisinde 80 Voltta boya yiiriitiildii. Elektroforez sonucu dijital jel goriintiileme

sistemi kullanilarak degerlendirildi ve fotograflandi.

2.2.2.4 RT- PCR Reaksiyonu

Reverse transkripsiyon reaksiyonu 20uL ’lik toplam hacimde Sigma
Enhanced Avian HS RT-PCR kitinde belirtilen talimatlara goére Cizelge 2.26-a ve
Cizelge 2.26-b’de belirtilen sekilde ¢alisildi [79].

Cizelge 2.26 a Reverse Transkripsiyon Bilesenleri

Kit icerigi Miktar ve Son Konsantrasyon
dNTP karigimi (10 mM) Lul ( 500puM her bir ANTP)
Anchored Oligo (dT) »3 primer Lul (3.5 uM)

RNA kalib1 8ul (0.005-0.25ug/ul)
TOPLAM HACIM 10ul

70 °C ’de 10 dk 6n inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda reaksiyon

tiipiine Cizelge 2.26-b reverse transkripsiyon bilesenleri eklendi.

Cizelge 2.26 b Reverse Transkripsiyon Bilesenleri

Kit Icerigi Miktar ve Son Konsantrasyon
dH,O oul

AMV-RT Tamponu (10X) 2ul (1X)

Enhanced Avian RT Tul (1U/ul)

RNase inhibitorii Tpl (1U/ul)

TOPLAM HACIM 20ul
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Reaksiyon tiipii 42°C ’de 50 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda
cDNA elde edildi. . Elde edilen cDNA -20 °C ’de kisa stireli saklandi.

PCR reaksiyonu, optimize edilerek ayarlanan cDNA, spesifik hCAI
primerleri (0.4uM), Taq polimeraz tamponu (1X), dNTP karisim1 (200uM) ve taq
polimeraz enzimi (0.05u/pl) kullanilarak 50ul toplam hacimde Cizelge 2.27 ’de
belirtilen spesifik PCR dongiisti kullanilarak yapildi. PCR sonuglari, % 0.8 ‘lik
agaroz jel elektroforezi kullanilarak, Boliim 2.2.3.3 ’de belirtildigi gibi, 80 volttta

yarim saat boyuna yiiriitiilerek dijital goriintiileme sisteminde degerlendirildi.

Cizelge 2.27 PCR Dongii Kosullar

Sicaklik °C Zaman Dongii Sayisi
Denatiirasyon/ 94 °C 15 sn 1
RT Inaktivasyon
Denatiirasyon 94°C 15 sn
Baglanma 55°C 30 sn 35
Uzama 68°C 1 dk
Final uzama 72°C 5dk 1

2.2.3 DNA ile Ilgili Teknikler

2.2.3.1 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA nin jelde goriintiilenmesi amaciyla % 0.8 ’lik agaroz jel hazirlandi. Bu
amacla jel elektroforezi aparatina uygun miktarda 0.4 gr Agaroz tartilarak TBE
tamponunda (0.5X) (Cizelge 2.9) ¢oziildiikten sonra kaynatildi. 45-50°C ’ye kadar
sogutulduktan sonra son konsantrasyon 0,5ug/mL olacak sekilde Et-Br eklendi. Et-
Br ’iin iyice karigsmasi saglandi. Taraklarin 6nceden yerlestirilmis oldugu agaroz jel
elektroforezi aparatina jel dokiildii. Jel polimerlestikten sonra taraklar c¢ikarilip
aparat elektroforez tankina yerlestirildi 0.5X TBE tamponu ile elektroforez tanki
dolduruldu. Ornekler yiikleme boyasi ile karistirilarak jele yiiklendi. 80 Voltta

yiiriitiilerek jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi ve degerlendirildi [80].
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2.2.3.2 PCR Uriinlerinin Jelden Geri Kazanilmasi

PCR fiiriinleri, Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit ’te belirtilen prosediire
gore geri kazanildi [81]. 40uL dH,O ile eliie edildi. Agaroz jelden kazanilan PCR
tirtinlerinin miktar1 ve saflig1 spektrofotometrik olarak belirlendi. Ayrica drnekler
%0.8 ’lik Agaroz jel elektroforezinde Boliim 2.2.3.1°de anlatilan sekilde yliriitiilerek
kontrol edildi.

2.2.3.3 Plazmit DNA izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in QIAprep SpinMiniprep Kit ve alkalen lizis miniprep
yontemlerine gore yapildi.  Alkalen lizis miniprep yontemi rutin klonlama
basamaklarinda kullanildi. izole edilen plazmit DNA 50 pl dH,O ile eliie edildi
[60]. Alkelen lizis plazmit mini prep izolasyonu asagida belirtilen sekilde yapildi.

Tek koloniden SmL LB sivi besiyerine ekim yapilarak 37°C ’de 16 saat
inkiibasyona birakildi. Onkiiltiir 1.5mL ’lik ependorflara aktarildi. 10000 rpm *de 5
dakika santrifiij edildi. Ust fazdaki medyum uzaklastirildiktan sonra 110pL
Soliisyon I (Cizelge 2.4) ile ¢oziildii. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Soliisyon
IT (cizelge 2.5) ’den 200 ul eklenip altiist edilerek karistirildi ve buzda 10 dakika
inkiibe edilerek lizisin olmasi saglandi. Buzda bekletilmis tiibe, Soliisyon III
(Cizelge 2.6) ’den 150 uL eklendi ve altiist edilerek karistirildi. 10000 rpm ’de 5
dakika santrifiijlendi.  Supernatan, yeni bir 1.5 mL ’lik ependorfa aktarildi.
Fenol/kloroform ve etanol presipitasyonu yapildiktan sonra plazmit DNA 30 ul ’de
streril dH,O iginde ¢oziilerek —20°C ’de sakland1 [60].

Izole edilen plazmitin saflifi ve konsantrasyonu spektrofotometrik olarak
belirlendi. Izole edilen plazmit, Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol

edildi (B6lim 2.2.3.1). Jel goriintiileme sistemi ile fotograflandi.
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2.2.3.4 DNA Miktarimin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

izole edilen DNA 1:40 oraninda steril destile H,O ile sulandirildi. Kuvartz 96
well plate kullanilarak A,g ve Ajgy dalga boylarinda absorbans alindi.  Ajeo/Azso
orani hesaplanarak DNA ’nin saflig1 belirlendi. DNA konsantrasyonu asagidaki
formiile gére hesaplandi [80].

DNA miktar1 = 50pg/ml x ODs6p x Seyreltme Faktorii= pg/mL DNA

2.2.3.5 Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesim

Klonlamalar sirasinda izole edilen plazmit, primer dizayn sirasinda eklenmis
olan restriksiyon bolgelerinden Restriksiyon Endoniikleazlarla kesildi. Bu amagcla
BamHI ve Ndel enzimleri kullanildi. Kesim Cizelge 2.28 ’de belirtilen sekilde
gergeklestirildi ve 37°C ’de 2 saat kesime birakildi. Kesim sonuglar agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilerek, dijital goriintiileme sisteminde degerlendirildi (Boliim

2.2.3.1).

Cizelge 2.28 Restriksiyon Endoniikleaz Kesim Reaksiyonu

Kit icerigi Miktar
Plazmit DNA Iug
Tampon R S5l (1X)
BamHI Enzimi 1 U/ul
Ndel enzimi 1 U/ul
dH,O x ul
TOPLAM 50 ul
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2.2.3.6 PCR Uriinlerinin pGEM-T Vektor Sistem I ’e Ligasyonu

Agaroz jelden geri kazanilan PCR iirlinlerinin pGEM-T vektor sistem I
(Promega)’e ligasyonu kitte belirtilen talimatlara gore yapildi [74]. Buna gore 10 pl
toplam hacme; rapid ligasyon tamponu (2X), pGEM T vektor (5Sng\ pl), jelden
kazanilmis DNA (0.8ng/ pl) ve T4 DNA ligaz (0.3U/ul) eklendi. Eklenecek DNA

miktar1 asagida belirtilen formiile gore hesaplandi [74].

Vektor miktar1 (ng) x DNA fragmentinin bilyiikliigii(kb) X DNA : Vektér = DNA miktar1 (ng/ pL
Vektoriin Biiyiikliigii(kb)

Ependorflara koyulan ligasyon reaksiyonlar1 +4°C ’de bir gece inkiibasyona
birakildi. Ligasyon etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kitte saglanan kontrol DNA
fragmenti (4ng/uL) 1ul pGEM-T kullanilarak ayni sartlarda ligasyona birakildi.
Ayni zamanda negatif kontrol olarak DNA icermeyen bir ligasyon reaksiyonu da

ortamda denendi.

2.2.3.7 Ligasyon

PCR firiinleri haricinde yapilan alt klonlamalarda Fermentas T4 DNA ligaz
sistemi kullanilmistir. Bu sisteme gore ligasyon 20ul toplam hacimde T4 DNA ligaz
tamponu (1X), yukarida belirtilen formiilde hesaplanan miktarlarda vektor ve DNA
ve en son olarak da T4 DNA Ligaz enzimi (~0.2u/ul) kullanilmis ve 16 saat +4°C de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben B&liim 2.2.4 ’te belirtilen talimatlara gore

onceden hazirlanmis kompetan hiicrelere ligasyon iiriinii transforme edilmistir.

2.2.3.8 PCR ’a Dayah Yonlendirilmis Mutagenez

Yonlendirilmis Mutagenezde PCR ’a dayali stateji kullanilmigtir. Bunun igin

Stratagene Quick change yonlendirilmis mutagenez kiti kullanilmistir. 50ul ’lik
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toplam hacimde; reaksiyon tamponu (1X), 125 ng ’lik forward ve revers mutagenez
primerleri, pfu turbo (2.5U), dANTP karisimi (10mM) kullanilmistir. Farkli plazmit
DNA konsantrasyonlar1 denenmis sirasiyla 5Sng, 10ng, 50ng ve 100ng kaynak
plazmit kullanilmistir.  Sadece 50ng ve 100ng ’lik DNA konsantrasyonunda
mutagenez bagarili olmustur. Tiim PCR reaksiyonlarinda oldugu gibi GAPDH
pozitif kontrol olarak kullanilmis ayn1 zamanda kontaminasyon riskinin
degerlendirilmesi i¢in negatif kontrol calisilmistir.  Yonlendirilmis mutagenez

kosullar kitte 6nerildigi gibi yapilmistir (Cizelge 2.29) [56].

Cizelge 2.29 Yonlendirilmis Mutagenez PCR Kosullari

Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire

1 1 95°C 30 sn

2 16 95°C 30 sn
62°C 1 dk
68°C 5.5 dk

2.2.4 Bakteri Deneyleri

2.2.4.1 XL1Blue ve DH5 o Hiicrelerinin Kompetan Hale Getirilmesi

Klonlamada kullanilacak XL1Blue ve DHS5a hiicreleri asagida verilen

protokole goére kompetan hale getirilmistir [60].

Bir gece dnceden 10 mL LB s1v1 besiyerine tek koloni ekim yapilarak 37°C
’de 16 saat inkiibasyona birakilir. 100 mL taze LB si1vi1 besiyeri igerisine onkiiltiirden
5 mL inokiile edilir. ODgyo= 0.5- 0.6 degerleri arasina ulasinca bakteri slispansiyonu
4°C ’de, 3000rpm ’de 5dk santrifiijlenir.  Siipernatant uzaklastirilir.  Bakteri
stispansiyonu ile esit hacimde 0.1M CaCl, soliisyonundan eklenir ve dikkatlice

pipetaj yapilarak pellet c¢ozilir.  25dk buz {izerinde beklemeye birakilir.
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3000 rpm ’de 5 dk, 4°C ’de santrifiijlenir. Siipernatant uzaklastirilir. Baslangi¢
hacminin 1/10 ’i kadar hacimde 0,1 M CaCl, ile tekrar hiicre pelleti ¢oziiliir. 1—4
saat buz lizerinde bekletilir. Esit hacimde %40 ’lik gliserol eklenerek dikkatlice

kanistirilir. Ependorflara paylastirilarak -80°C ’de derin dondurucuda saklanir [60].

2.2.4.2 BL21(DE3) Kodon Plus Hiicrelerinin Kompetan Hale Getirilmesi

BL21(DE3) Kodon Plus hiicreleri asagida verilen protokole gore kompetan

hale getirilmistir.

Bir gece onceden 10 mL LB siv1 besiyerine tek koloni ekim yapilarak 37°C
’de inkiibasyona birakilir. 100 mL taze LB siv1 besiyeri igerisine Onkiiltiirden 5 mL
inokiile edilir.  ODgop= 0,2 ’ye ulasincaya kadar bakteri siispansiyonu 37°C
calkalamal1 etiivde (yaklagik 2—-3 saat) bekletilir. Son konsantrasyon 20mM olacak
sekilde MgCl, ve son konsantrasyon yaklasik olarak %0.2 olacak sekilde glukoz
ilave edilip 37°C’de ¢alkalayici etiivde ODgoo = 0,5 olana kadar biiyiitiiliir. +4°C *de
2 saat bekletilir ve +4°C’de 5000 rpm ’de 5 dk santrifiij edilir. Siipernatant atilir,
hiicre pelleti tritilasyon tamponu (Cizelge 2.8) ile ¢6ziildiikten sonra +4°C *de 3000
rpm ’de 5 dk santrifiij edilir. Pellet %15 ’lik gliserol i¢ceren 25mL tritalasyon
tamponu ile ¢oziiliir. Onceden buz iizerinde bekletilmis ependorflara aktarilarak -

80°C ’de derin dondurucuda saklanir [77].

2.2.4.3 Ampisilinli LB Agar Petrilerinin Hazirlanmasi

LB agar tiretici firma tarafindan belirtilen miktarda dH,O ’da ¢oziildi. 121
°C ’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi. 50°C civarina kadar sogumasi
beklendikten sonra 100 mg/ml ampisilin stogundan, son konsantrasyonu 100 pg/mL
olacak sekilde eklendi. Kopiirmeyecek sekilde karistirildiktan sonra bek alevi
yaninda petri kaplarma dokiilerek polimerlesmesi beklendi.  Petrilerin etrafi

parafilmlenerek +4 °C buzdolabina ters vaziyette kaldirildi.
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2.2.4.4 Transformasyon

Transformasyon pGEM-T vektor sistem I de belirtilen prosediire gore yapildi

[74]. Belirtilen prosediire gore islem basamaklar1 soyledir:

Her ligasyon reaksiyonu icin 2 adet Ampisilinli LB Agar petri hazirlandi.
Ampisilinli Agar petrilere bek alevi yaninda 6nce 100mM IPTG stok soliisyonundan
100ul IPTG ve 50mg/mL X-Gal stok soliisyonundan konularak steril bir 6ze
yardimiyla yayildi. Kompetan hiicreler -80 °C ’den ¢ikarilarak buza koyuldu ve 5
dakika hiicrelerin ¢oziinmesi beklendi. Transformasyon tiipiine 50-100ng plazmit
DNA olacak sekilde 2 pl ligasyon reaksiyonundan konuldu. Kompetan hiicrelerden
de 50 pl eklendi. Yavas bir pipetaj ile tiiplin i¢indekilerin karigmasi saglandiktan
sonra 20 dakika buzda inkiibasyona birakildi. Hiicreler 42°C ’ye ayarlanmis su
banyosunda 45-50 saniye calkalanmadan tutularak 1s1 sokuna tabi tutulduktan sonra
tekrar 2 dakika buzda bekletildi. Bu siirenin bitiminde, dnceden 37 °C ’ye ilitilmis
olan LB medyumdan 950ul eklendi. 1.5 saat 37 °C ’de g¢alkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Bu silirenin sonunda transformasyon kiiltiiriiniin 100 pl ’si
petrilere yayildi. Artan transformasyon kiiltiirii 3000rpm *de 5 dakika santrifiijlenip
100ul LB medyumda ¢oziilmek suretiyle tekrar petriye yayildi. 15-20 dakika
petrilerin kiiltiiri emmesi beklendi. Daha sonra petriler ters ¢evrilerek 37 °C ’deki
inkiibatorde hiicrelerin biiyiimesi i¢in 16-24 saat inkiibasyona birakildi. Beyaz renkli

kolonilerden gliserol stok hazirland1 [74].

2.2.4.5 Gliserol Stogun Hazirlanmasi

100 pg/mL ampisilin iceren LB medyuma tek koloniden ekim yapilarak

onkiiltiir hazirlandi. %30 ’luk steril gliserol ¢ozeltisi hazirlandi. Bek alevi yaninda

ependorflara Onkiiltiir ile esit hacimde gliserol ¢ozeltisi eklenerek -80°C ’ye

kaldirildi.
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2.2.5 Rekombinant Proteinin Ekspresyonu, Analizi ve Saflastirllmasi

2.2.5.1 Ekspresyonun IPTG ile indiiklenmesi

Rekombinant plazmit, ekspresyon amacityla BL 21(DE3) Codon Plus
hiicrelerine transforme edildi. 100 pg/mL Ampisilin iceren LB medyuma tek
koloniden ekim yapilarak 16 saat 37°C ’de inkiibasyona birakilmak suretiyle
onkiiltlir hazirlandi. Hazirlanan bu 6nkiiltlirtin 10 mL ’si son konsantrasyonda 12.5
pg/mL ampisilin igeren 100 mL LB besiyerine inokiile edildi. 37°C ’de inkiibasyona
birakildi.  Bakteri kiiltiiri ODsso = 0.6-0.8 ’e ulastifinda son konsantrasyonu
0.4 mM-ImM arasinda degisen konsantrasyonlarda IPTG ile indiiklendi [69]. Son
konsantrasyonu ~250 pM olacak sekilde ZnCl, kiiltire eklendi. Inkiibatoriin
sicakligr 30°C ’ye indirilerek indiikleme stiresi 3, 4, 5 ve 6 saat olacak sekilde

calisild.

2.2.5.2 Hiicrelerin Yikanmasi

Indiikleme siiresi sonunda bakteri kiiltiirii 3000rpm ’de +4°C ’del0 dakika
santrifiijlendi. Hiicre pelleti yikama tamponunda (¢gizelge 2.10)coziildiikten sonra
tekrar santrifiijlendi. Bu islem iki kez tekrarlanmak suretiyle hiicreler yikanarak

kurutuldu. -20 °C ’ye kaldirildi [69].

2.2.5.3 Lizis Islemi

Bakteriyal hiicre pelleti buz iizerine alinip ¢oziinmesi beklendi. 10 mL soguk
lizis tamponunda (Cizelge 2.11) c¢oziilerek vortekslendi ve buzda inkiibasyona
birakildi. Son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde PMSF eklendi. Taze olarak
hazirlanmig 10 mg/mL lizozim stok soliisyonundan 250 pl eklenerek oda
sicakliginda 10 dakika bekletildi. Kiiltiire 50 pM son konsantrasyonda ZnCl, eklenip
10 dakika buz iizerinde bekletildi. 30 mg/mL Protamin Siilfat stok soliisyonundan
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1 mL eklenerek santrifiij tiipii 2 dakika siireyle alt iist edildi. 3000rpm ’de +4°C ’de
10 dakika santrifiij edilerek iistte kalan kisim temiz bir tiipe alindi [69].

2.2.5.4 Diyaliz

Lizis sonrast ham ekstrakt saf suya karsi 12 saat kadar ii¢ defa suyu
degistirilerek ve daha sonra dengeleme tamponuna (Cizelge 2.12) kars1 3-4 saat

diyalize birakild1 [35].

2.2.5.5 Afinite Jelinin Sentezlenmesi

Afinite jeli Sepharose-4B matriksi iizerine hazirlandi. Sepharose-4B ’nin
serbest —OH gruplari CNBEr ile aktiflestirildi ve tirozin kovalent olarak takildi. Daha

sonra siilfonamid diazolanarak tirozine kenetlendirildi [35].

2.2.5.5.1 Sepharose -4B ’nin Aktiflestirilmesi ve Tirozin Takilmasi

20 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimdeki distile su ile birlestirildi. 4gr CNBr karigmakta olan jel siispansiyonuna
eklendi. Siispansiyonun sicaklig1 buz katilarak 20°C ’de ve pH ’s1 4M NaOH ile 11
’de sabit tutuldu. Reaksiyona pH degismeyinceye kadar devam edildi. Siispansiyon
bir buhner hunisine aktarildi. 250 mL soguk 0.1M NaHCOj; tampon ¢ozeltisi ile
(pH:10) yikand1 ve bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 mL ’sinde 8mg tirozin
¢oOziildii ve behere ilave edildi. Tirozinin baglanmasi amaciyla 1.5 saat karistiricida
cok yavas tempoda karistirildi. Bundan sonra silispansiyon 16 saat +4°C ’de
bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye
kadar bol soguk su ile yikandi. Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen
uzaklagtirllmig oldu. Yikama 100 mL 0.2M NaHCO; tamponu (pH:8.8) ile

tekrarland1, Tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40mL ’si i¢ine alind1 [35].
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2.2.5.5.2 Siilfanilamidin Kenetlenmesi

25 mg Siilfanilamid 0°C civarinda 10 mL 1M HCl igerisinde ¢oziildii. 75 mg
NaNO; i¢eren 0°C ’deki 5 mL ¢ozelti, stilfanilamid ¢ozeltisine damla damla katildi.
10 dakika sonra reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan siilfanilamid, 40 mL
Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH:9.5 ’a ¢ikarilarak sabit
tutuldu ve ii¢ saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 11t saf su ve 200 mL 0.05
M Tris-SO4 (pH:7.5) tamponu ile yikand1 ve ayn1 tampon igerisinde muhafaza edildi
[35].

2.2.5.6 Ornegin Kolona Tatbiki ve Enzimin Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1.5 x 15 cm boyutunda bir kolona paketlenerek
dengeleme tamponu ile (Cizelge 2.12) dengelendi. Ham ekstrakt kolona tatbik
edilerek yikama tamponu (Cizelge 2.13) ile yikandi. Boylece istenmeyen diger
proteinler uzaklastirilmis oldu. Kolona tutunmus olan hCAI enzimi eliisyon tamponu

ile (Cizelge 2.14) 1.5mL ’lik ependorflara alind1 [35].

2.2.5.7 Bradford Yontemi ile Total Protein Konsantrasyonunun

Belirlenmesi

Coomassie Brillant Blue G-250 ’nin farkli konsantrasyonlardaki protein
cozeltilerinde degisik siddette mavi renk ortaya koymasindan yararlanilarak
gelistirilen Bradford yontemi ile ham ekstrakt ve saflastirilan enzimdeki protein
miktar1 belirlendi. Bu amagla tiiplere 1 mg/mL BSA (Sigir Serum Albumini) stok
¢ozeltisinden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,80, 90, 100 ’er ul koyuldu. 100ul olacak
sekilde saf su ile tamamlandi. 5 mL Coomassie Brillant Blue eklendikten sonra 1-2
dakika kopiirtmeden vortekslendi. 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 595 nm

’de absorbans alinarak protein miktar1 belirlendi [82].
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2.2.6 SDS PAGE

Ekspresyon sonucunsa elde edilen protein ekstraktalar1 proteinleri molekiiler
agirhgin - ayrilmasinda kullanilan  bir method olan SDS-poliakrilamid jel

elektroforezinde degerlendirildi.

Oncelikle, %12’lik ayirma jelini olusturan ¢ozeltiler (Cizelge 2.17), APS
hari¢ karistirildi. APS eklendikten sonra karigim, jel kasetine ¢izgi hizasina kadar
dokiildi. Jelin yilizeyini diizgiinlestirmek i¢in 0.3 mL saf su ile doyurulmus
n-butanol kaset kenarindan enjekte edildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra
yiizeydeki biitanol dokiildii ve distile su ile yikandi. Diger bir erlende % 5’lik yigma
(yiikleme) jeli (Cizelge 2.18) hazirlandi. Yine APS hari¢ tiim malzeme manyetik
karistiricida karistirildi. APS de eklenerek polimerize haldeki ayirma jelinin {izerine

dokiildii ve jelde kuyular olusturmak i¢in tarak yerlestrildi.

Jel polimerizasyona birakildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra tarak
cikarildi ve elektroforez tankina yerlestirilerek tank tamponu (Cizelge 2.19) ile
dolduruldu. Ornek numune tamponu (Cizelge 2.20), proteinle % 50 oraninda

karistirild1 ve 2 dakika 95°C’ de kaynatildi.

Protein Ornekleri kuyulara yiiklendi. Akim, proteinler % 5’lik yigma jelinde
ilerlerken 80 volta, % 12’lik ayirma jeline ulastiktan sonra 150 volta ayarlandi.
Yiikleme tamponundaki Bromfenol mavisi, jelin altina 1 cm kalana dek isleme
devam edildi. Bu islem bitiminde, diizenek agild1 ve cam plaklar birbirinden ayrildi.
%5’lik yigma jeli uzaklastirildi. Ayirma jeli, bir kesikle isaretlendi ve boyama
cozeltisi (Cizelge 2.21) i¢ine alindi. Protein bantlar1 net bir sekilde goriinene kadar
calkalayarak boyandi. Daha sonra aritma ¢ozeltisine (¢izelge 2.22) alinarak hafifce
karigtirildi. Boylece boyanin fazlasi alinmis oldu. Daha sonra UV 15181 altinda

protein bantlari incelendi. Jel, distile suya alinarak saklandi [49, 83].
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2.2.7 Karbonik Anhidraz Aktivite Tayin Metodlar:

2.2.7.1 Hidrataz Aktivitesi

Bu yontem, CO, ’in hidratasyonu sonucu agiga c¢ikan H' nedeniyle pH
degerinin 10.0 ’dan 7.4 ’e dlismesi i¢in gecen siirenin Ol¢limesi hesabina dayanir.
Indikatdr olarak pH:7.4te renk degisimi gosteren fenol kirmizisi tampon olarak pH
’s1 10 olan karbonat tamponu kullanildi.

Reaksiyon tiipline 6nce 2 mL indikatér ve 1,5 mL doygun CO, ¢ozeltileri
koyuldu. Bu karigimin iizerine enzim ¢dzeltisinden 100 pl ilave edildi. Ayni anda
karbonat tamponu koyularak rengin kirmizidan sariya donmesi igin gegen siire
belirlendi (tc). Ayni islemler, enzim ¢ozeltisi yerine 0,ImL destile su eklenerek
yapildi (to). Yonteme gére CA enzim aktivitesi i¢in bir enzim {initesi (EU), enzimsiz
olarak meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir. Buna gore;

EU = (to) - (tc) / (tc)

Formiilii uygulanarak, kullanilan enzim ¢6zeltisi hacmi ic¢in enzim {iinitesi degeri

hesaplandi [35].

2.2.7.2 Esteraz AKtivitesi

Kinetik c¢alismalarda CA aktivitesi 6lgiimleri bu yontemle belirlenmektedir.
Bu yontemde CA enzimi, substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati, p-nitrofenol
ve p-nitrofenolata hidroliz eder ve bu da 348 nm dalga boyunda absorbans

vermektedir.

Tayin isleminde 1 ml’lik kuvartz kiivetlere 500 mL tamponlanmis enzim
¢Ozeltisi ve 500 mL siibstrat ve konulmasindan 3 dakika sonra 25 °C *de 348 nm’de
absorbans1 okundu. 348 nm’deki absorbans artisi bese boliinerek hidrolizlenen

p-nitrofenil asetat miktar1 mmolar cinsinden bulundu. Bu deger 3 dakika i¢in oldugu
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icin 1 dakikada olusan p-nitrofenil miktarini bulmak i¢in 3’e boliiniir. EU asagida

verilen formiile gore hesaplanir [35].

EU= Kiivet hacmi X Enzim miktar1 X p-nitrofenilvasetat miktari(mmolar) / eX d

€ = p-nitrofenoliin molar ekstriksiyon katsayisi

d =1 cm (1s1k yolu)

2.2.7.3 Inhibisyon Cahsmalari

HCA T enziminin ve mutant proteinin ICsy degerlerini hesaplamak igin
hidrataz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonu sabit tutulmak suretiyle farkli
konsantrasyonlarda siilfonamid ve asetozolamid inhibitorleri ¢alisildi. Enzimlerin
inhibitorsiiz ortamdaki aktiviteleri % 100 aktivite olarak kullanildi. Enzimlerin farkl
konsantrasyonlardaki inhibitdrler varliginda hidrataz aktiviteleri olciilerek % aktivite
degerleri hesaplandi. Cizilen % Aktivite-[I] grafiklerinden yararlanilarak her bir
inhibitor i¢in ICsy degeri hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1 hCAI Geninin Klonlanmasi

hCALI geninin izolasyonu i¢in RT PCR ’a dayal1 stateji kullanilmistir. Bunun
nedeni genin transkribinin biiyiik intronlar1 icermesidir. Bu nedenle hCA I ’in en bol
bulundugu yer eritrosit hiicreleri oldugu icin ekspre oldugunu diisiindiigiimiiz Kronik
Myeloid Losemi hiicre hatt1 olan K562 hiicreleri ve Akut Myeloid Lésemi hiicre hatti
olan HL60 hiicreleri kullanilmistir. iki farkli hiicre hatti kullanilmasinin nedeni
hCAI geni ekspresyonunun iki farkli modelde farkli olabilecegi ihtimalidir. K562
hiicreleri kemik iliginin farklilagmasinin ge¢ donemine karsilik gelmekte ve ayni
zamanda kronik myeloid 16semide model teskil etmektedir. HL60 hiicreleri de
kemik iligi farklilasmasinin erken dénemi i¢in ve akut myeloid 16semi i¢in model

teskil etmektedir.

Buna gore hiicre kiiltiiriinde RPMI 1640 medyumunda yetistirilen K562 ve
HL60 hiicre hatlarindan Boliim 2.2.2.1 ’de belirtilen sekilde total RNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen total RNA ’nin varlig1 ve saflik derecesi % 1 ’lik formaldehit
agaroz jel elektroforeziyle belirlendi. RNA ’nin konsantrasyonu ve saflik derecesi
spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Sirasiyla Sekil 3.1 *de K562 hiicrelerinin ve Sekil
3.2 ’de ise HL60 hiicrelerinin total RNA formaldehit agaroz jel elektroforezi

gorlntiileri verilmistir.
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Sekil 3.1 K562 Total RNA Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi Goriintiisii
(1; 1.eluant, 2; 2.eluant, 3; 3.eluant, 4; RNA marker)

Sekil 3.2 HL60 Total RNA Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi Goriintiisii
(1; RNA marker, 2; HL60 total RNA)

RT-PCR reaksiyonu Bolim 2.2.2.4 ’te belirtilen sekilde uygulandi. hCAI
geninin 5’ ve 3’ ucuna spesifik primerler, genin NCBI (National Center for
Biotechnology Information) ’da yer alan mRNA niikleotid dizisinden yararlanilarak
tasarlandi. Primerler tasarlanirken genin klonlanacagi vektorlerin restriksiyon kesim
bolgeleri de goz oOnilinde bulunduruldu.  %GC igerigine, primerlerinin Tm
degerlerinin Dbirbirlerine yakin olmasina ve sa¢ tokast olusumunun meydana

gelmemesine dikkat edildi. Klonlanmayi kolaylastirmak amaciyla forward primerine
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Ndel, revers primerine de BamHI kesim bolgesi yerlestirildi. Tasarlanan primerler

Cizelge 3.1 de verilmistir [84].

Cizelge 3.1 hCA I ve GAPDH genine Spesifik Olarak Tasarlanan Primerler .
(Kesim bolgeleri kirmizi harfle gosterilmistir)

Primerin Tm Uzunluk | Primer Dizisi (5’- 3’)

Adi (‘C) (bs)

hCA 1 62,86 24 ACATATGATGGCAAGTCCAGACTG
F.primer

hCA I]61,57 27 AGGATCCTCATTAAAATGAAGCTCTCA
R.primer

hGAPDH 64,58 25 CCCTTCATTGACCTCAACTACATGG
F.primer

hGAPDH 66,33 23 AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG
R.primer

hCAI genine spesifik PCR Reaksiyonu yukarida belirtilen primerler ve
Boliim 2.2.4 ’te agiklandig1 gibi 2 mM, 4 mM ve 6 mM MgCl, son konsantrasyonlari
denenerek optimize edildi. RT-PCR reaksiyon sartlarinin test edilmesi amaciyla
insan hiicrelerinde stirekli olarak ekspre olan GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz) amplifikasyonu da caligmalara dahil edildi. Ayrica PCR sartlarinin
test edilmesi amaciyla herhangi bir DNA kaynagi icermeyen negatif kontrol de
kullanildi. ilk PCR denemelerinde 230 ng/ul RNA kullanilarak sentezlenen cDNA
’dan 1 pl kullanildi fakat her iki hiicre hattinda da herhangi bir amplifikasyon
gozlenmedi. Son olarak, ilk denemenin yaklasik 8 kati kadar fazla RNA kalibi
kullanilarak ¢alisilan PCR amplifikasyonunda HL60 hiicre hattindan elde edilen
cDNA kalip olarak kullanildiginda 785b¢ ’lik bolgede hCA 1 genine ait bant elde
edilebilmistir (Sekil 3.3). K562 hiice hattindan elde edilen cDNA kalip olark
kullanildiginda agaroz jelde sadece primer dimerleri gozlenmistir (Sekil 3.4). Tim
spesifik PCR reaksiyonlarinda GAPDH ’de reaksiyona dahil edilmistir ve siirekli

olarak amplifikasyon gozlenmesi sartlarin uygunlugunu dogrulamistir. K562 hiicre
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hattindan sentezlenen cDNA kullanilarak calisilan PCR amplifikasyonlarinda hCAI
genine ait bant elde edilememesinin deneysel hata olmayip hCAI ’e ait mRNA

ekspresyonunun olmamasi ya da oldukga az olmasina bagli oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.3. hCA I geni PCR Amplifikasyonu Agaroz Jel Elektroforezi Gorlintiisii
(1: 1kb DNA marker, 2; hCAI geni)

Sekil 3.4 K562 cDNA ’s1 kullanilarak yapilan PCR amplifikasyonu Agaroz Jel
Elektroforezi goriintiisii (1; 1kb DNA marker, 2; GAPDH primerleri [2mM MgCl,],
3; GAPDH primerleri [4mM MgCl,], 4; hCAI primerleri)
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PCR ile amplifiye edilen 785bg ’lik DNA fragmenti Boliim 2.2.3.2 belirtilen
sekilde jelden kazanilmis ve pGEM-T igerisine klonlanmistir. Sekil 3.5 ’te jelden

geri kazanilan hCA I geni agaroz jel elektroforezi goriintiisti verilmistir.

Sekil 3.5 Jelden geri kazanilan hCAI geni Agaroz jel elektroforezi goriintiisii
(1: 1kb marker, 2:jelden geri kazanilan hCAI geni )

Jelden geri kazanilan hCAI geni pGEM-T(promega) vektoriine, boliim 2.2.3.6
’da belirtilen sekilde klonlandi. Mavi-beyaz seleksiyonu uygulandi [85]. Secilen
beyaz koloniler BamHI/Ndel restriksiyon kesimi ile kontrol edilerek rekombinant
olup olmadig1 bir kez daha dogruland1 (Sekil 3.6). Bu rekombinant kolonilerden

uzun donemli stok olarak korunmasi i¢in gliserol stok hazirlandi.

3000be ™ 3000be

Sekil 3.6 : pGEM-T ligasyonunun kontrolii
( 1kb marker, 2: pGEM-T vektor ve hCAI geni)
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3.2 hCAI Geninin Biyoinformatik Analizi

pGEM-T ’ye klonlanan ve hCAI oldugu diisliniilen DNA fragmenti LARCK
Technologies (UK) firmasina dizi analizine gonderildi. Bunun nedeni her ne kadar
spesifik primerler kullanilsa da PCR ’a dayali amplifikasyonlarda yanlis
hibridizasyonlar olabilecigidir. ~ Ikinci ©nemli nokta daha sonra ekspresyon
caligmalarinda kullanilaracak olan ORF ’de taq polimeraza bagli olarak olusan
tesadiifi mutasyonlarin bulunup bulunmadiginin kontrol edilmesidir. Elde edilen
diziler NCBI(National Center for Biotechnology Information) ’a ait internet adresi
kullanilarak biyoinformatik olarak karsilagtirildi [86]. 785 be ’lik PCR
amplifikasyon iiriinliniin gercekte de hCAI oldugu dogrulanip, PCR ’a dayali olarak

herhangi bir mutasyon olusmadig1 da bir kez daha belirlendi.
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hCAI 1 ATGGCAAGTCCAGACTGGGGATATGATGACAAAAATGGTCCTGAACAATGGAGCAAGCTG 60

FEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
BC02789 61 ATGGCAAGTCCAGACTGGGGATATGATGACAAAAATGGTCCTGAACAATGGAGCAAGCTG 144

hCAI 61 TATCCCATTGCCAATGGAAATAACCAGTCCCCTGTTGATATTAAAACCAGTGAAACCAAA 120

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrererr e e et e e e e e e e
BC02789 145 TATCCCATTGCCAATGGAAATAACCAGTCCCCTGTTGATATTAAAACCAGTGAAACCAAA 204

hCAI 121 CATGACACCTCTCTGAAACCTATTAGTGTCTCCTACAACCCAGCCACAGCCAAAGAAATT 180

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrrer e rrerr et
BC02789 205 CATGACACCTCTCTGAAACCTATTAGTGTCTCCTACAACCCAGCCACAGCCAAAGAAATT 264

hCAI 181 ATCAATGTGGGGCATTCCTTCCATGTAAATTTTGAGGACAACGATAACCGATCAGTGCTG 240

Frrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerr e et e e e e e e
BC02789 265 ATCAATGTGGGGCATTCCTTCCATGTAAATTTTGAGGACAACGATAACCGATCAGTGCTG 324

hCAI 241 AAAGGTGGTCCTTTCTCTGACAGCTACAGGCTCTTTCAGTTCCATTTTCACTGGGGCAGT 300

FEEErrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e
BC02789 325 AAAGGTGGTCCTTTCTCTGACAGCTACAGGCTCTITCAGTTCCATTTTCACTGGGGCAGT 384

hCAI 301 ACAAATGAGCATGGTTCAGAACATACAGTGGATGGAGTCAAATATTCTGCCGAGCTTCAC 360

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrererrrrrrrrrerrre e e
BC02789 385 ACAAATGAGCATGGTTCAGAACATACAGTGGATGGAGTCAAATATTCTGCCGAGCTTCAC 444

hCAI 361 GTAGCTCACTGGAATTCTGCAAAGTACTCCAGCCTTGCTGAAGCTGCCTCAAAGGCTGAT 420

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrre ettt
BC02789 445 GTAGCTCACTGGAATTCTGCAAAGTACTCCAGCCTTGCTGAAGCTGCCTCAAAGGCTGAT 504

hCAI 421 GGTTTGGCAGTTATTGGTGTTTTGATGAAGGTTGGTGAGGCCAACCCAAAGCTGCAGAAA 480

FEErrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
BC02789 505 GGTTTGGCAGTTATTGGTGTTTTGATGAAGGTTGGTGAGGCCAACCCAAAGCTGCAGAAA 564

hCAI 481 GTACTTGATGCCCTCCAAGCAATTAAAACCAAGGGCAAACGAGCCCCATTCACAAATTTT 540

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrre ettt
BC02789 565 GTACTTGATGCCCTCCAAGCAATTAAAACCAAGGGCAAACGAGCCCCATTCACAAATTTT 624

hCAI 541 GACCCCTCTACTCTCCTTCCTTCATCCCTGGATTTCTGGACCTACCCTGGCTCTCTGACT 600

FEErrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
BC02789 625 GACCCCTCTACTCTCCTTCCTTCATCCCTGGATTTICTGGACCTACCCTGGCTCTCTGACT 684

hCAI 601 CATCCTCCTCTTTATGAGAGTGTAACTTGGATCATCTGTAAGGAGAGCATCAGTGTCAGC 660

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrre ettt
BC02789 685 CATCCTCCTCTTTATGAGAGTGTAACTTGGATCATCTGTAAGGAGAGCATCAGTGTCAGC 744

hCAI 661 TCAGAGCAGCTGGCACAATTCCGCAGCCTTCTATCAAATGTTGAAGGTGATAACGCTGTC 720
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
BC02789 745 TCAGAGCAGCTGGCACAATTCCGCAGCCTTCTATCAAATGTTGAAGGTGATAACGCTGTC 804
hCAI 721 CCCATGCAGCACAACAACCGCCCAACCCAACCTCTIGAAGGGCAGAACAGTGAGAGCTICA 780
FEErrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
BC02789 805 CCCATGCAGCACAACAACCGCCCAACCCAACCTCTGAAGGGCAGAACAGTGAGAGCTICA 864
hCAI 781 TTTTAATGA 789

LT 1T
BC02789 865 TTITTGATGA 873

Sekil 3.7 Otomatik Dizi Analizi Sonuglarinin hCA I Geni ile Karsilastirilmasi

(ORF ’nin baglangi¢ kodonu ve sonlanma kodonu kirmizi ile belirtilmistir.)

70



3.3. hCAI Geninin pET 21a(+) Vektoriine Alt Klonlanmasi

hCAI ’in ekspresyonu i¢in pET ekspresyon sistemi kullanilacaktir. Bu
amacla, ekspresyon amaciyla kullanilacak olan pET2la(+) plazmit vektorii DH5«
kompetan hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon sonucu olusan
kolonilerden kontrol ve alt klonlama amaciyla Boliim 2.2.3.3 ’te belirtilen yontemle
plazmit DNA izolasyonu yapildi ve BamHI/Ndel enzimleri ile kesilerek dogrusal
hale getirildi (Sekil 3.8). Jel goriintiileme sistemi ile degerlendirildikten sonra iki

enzimle kesilmis olan vektor jelden geri kazanildi.

Sekil 3.8 pET21a(+) Restriksiyon KesimiSonucu
1; 1kb Marker, 2; Dogrusal hale getirilmis pET21a(+) vektori
g g p

Ayni strateji pGEM-T vektoriine klonlanan ve dizi analizi ile dogrulanan
hCAI geni i¢in de uygulandi. hCAI geni BamHI/Ndel restriksiyon enzimleri ile
Cizelge 2.28’de belirtilen sekilde ve kosullarda kesildikten sonra %0.8 ’lik agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilendi (Sekil 3.9). Restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilan
hCALI geni boliim 2.2.3.2 *de belirtildigi gibi jelden geri kazanildi ve 785bg ’lik hCAI
geni pET21 a(+) vektorii igine Boliim 2.2.3.7 ’de belirtilen kosullarda ligasyona
birakildi. Ligasyon reaksiyonu bekletilmeden ekspresyon amaciyla BL 21(DE3)
Codon Plus hiicre hattina transforme edildi. 16 saat 37 °C inkiibasyondan sonra

olusan kolonilerden gliserol stok yapildi. -80 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.
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Sekil 3.9 hCAI Genini Iceren pGEM-T Plazmitinin BamHI/Ndel Kesiminin
Agaroz Jel Elektroforezi Goriintiisii

(1; 1kb Marker, 2; pGEM-T vektorii vehCA 1 geni)

Vektor beta galaktozidaz geni icermedigi i¢in mavi beyaz seleksiyon
uygulanamadi. hCAI geninin pET21a (+) vektoriine klonlanip klonlanmadigini
kontrol etmek amaciyla tesadiifi olarak secilen kolonilerden alkelen lizis yontemi ile
plazmit DNA izolasyonu yapildi. Rekombinantlarin tespiti i¢cin BamHI/Ndel
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile c¢izelge 2.28 ’de belirtilen sekilde kesildi.
Kesim sonucunun tamami 9%0.8 ’lik agaroz jel elektroforezinde degerlendirildi.
Buna gore incelenen 4 koloni ic¢inde, 2 tanesinin rekombinant oldugu tespit edildi.

Bu kolonilerin gliserol stoklar1 yapildi.
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785he

Sekil 3.10 pET21a(+) hCAI Geni Agaroz Jel Elektroforezi Goriintiisii
(1; 1kb DNA Marker,2; hCAI geni ve pET21a(+)vektorii)

3.4 hCAI Geninde Yonlendirilmis Mutagenez Stratejisi

HCA 1 izoenzimi iizerinde bulunan ve siilfonamidlere baglanmada etkili
oldugu diisiiniilen hidrofobik karakterdeki Phe91 aminoasit rezidiisliniin daha polar
bir rezidii olan Asparajine doniistiiriilmesi planlanmistir. Bu sekilde siilfonamidlere
kars1 daha az ilgi duyan mutant hCA I enziminin elde edilmesi amaglanmaktadir.
Yonlendirilmis mutagenez Stratagene®'s QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis

kitle PCR ’a dayal1 strateji kullanilarak gerceklestirilmistir [56].

pET21a (+) vektoriine klonlanmis olarak bulunan hCA 1 geninde Phe91Asn
degisikligi asagida belirtilen sekilde tasarlanan mutant primerlerle boliim 2.2.3.8’de
belirtilen sekilde ve Cizelge 3.2 ’de belirtilen kosullarda calisildi. Ayrica farkh
plazmit DNA konsantrasyonlari denenmis sirasiyla 5ng, 10ng, 50ng ve 100 ng
kaynak plazmit DNA kullamilmistir. Sadece 50 ve 100ng ’hk DNA

konsantasyonlarinda mutagenez basarili olmustur.

Mutagenez primerleri kitte Onerildigi lizere primer X programi yardimiyla

asagida belirtilen kriterlere dikkat edilerek hazirlanmistir [87].
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Primerler tasarlanirken baz igeriginin 25 ile 45 bg¢ arasinda olmasina, erime
sicakliginin 78°C ve iizerinde olmasina, degistirilecek bazin primerin ortasinda
olmasina, %GC igeriginin en az %40 olmasina ve primerin bir Guanin ya da Sitozin
bazi ile sonlanmasina ve ayrica sa¢ tokast olusumunun olmamasma dikkat

edildi(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Mutant Primer Dizileri

Primerin | Tm | Uzunluk Primer Dizisi (5'- 3%)

Adi (’C) | (bg)

Phe91Asn

. 67,14 | 30 GACAGCTACAGGCTCAATCAGTTTCATTTTCAC
rimer

Phed1Asn 67,14 | 33 GTGAAAATGAAACTGATTGAGCCTGTAGCTGTC

Primer

3.4.1 Phe91Asn Mutantinin Otomatik Dizi Analizi ile Dogrulanmasi

Mutagenez yapilan hCAI geninin istenilen mutasyonu tasiyip tasimadig
otomatik dizi analizi ile kontrol edidi. Bu amagla mutant plazmitlerden bolim
2.2.3.3 ’te belirtildigi gibi plazmit DNA izolasyonu yapildi ve hCAI geninin
amplifikasyonuna spesifik primerler (Cizelge 3.1) kullanilarak REFGEN(ODTU)
firmas1 tarafindan yapilan dizi analizi ile dogrulandi. Elde edilen dizi analizi
sonuglar1 biyoinformatik olarak NCBI ’da analiz edildi ve yabani tip hCAI geni ile
karsilagtirildi (Sekil 3.11).
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Mut

hCAI

Mut

hCAT

Mut

hCAT

Mut

hCAI

Mut

hCAT

Mut

hCAT

Mut

hCAT

Mut

hCAT

Mut

hCAT

Mut

hCAT

Mut

hCAT

Mut

hCAT

Mut

hCAT

105

69

163

129

223

189

283

249

343

309

403

369

463

429

523

489

583

549

643

609

703

669

763

729

823

ATATGATGAACAAAAATGGTCCTGAACAATCGGAGCAAGCTGTATCCCATTGCCAATGGA 68

Ferrrrrrr reerrrrrrrerrrrrrrrt rrrr e e e et e r e e
ATATGATGA-CAAAAATGGTCCTGAACAAT-GGAGCAAGCTGTATCCCATTGCCAATGGAL62

AATAACCAGTCCCCTGTTGATATTAAAACCAGTGAAACCAAACATGACACCTCTCTGAAALZS

CErrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e et e et e e e et e e e
AATAACCAGTCCCCTGTTGATATTAAAACCAGTGAAACCAAACATGACACCTCTCTGAAA222

CCTATTAGTGTCTCCTACAACCCAGCCACAGCCAAAGAAATTATCAATGTGGGGCATTCC188

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e ettt e e e et e
CCTATTAGTGTCTCCTACAACCCAGCCACAGCCAAAGAAATTATCAATGTGGGGCATTCC282

TTCCATGTAAATTTTGAGGACAACGATAACCGATCAGTGCTGAAAGGTGGTCCTTTCTCT248

Ferrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrr e et e e e et e
TTCCATGTAAATTTTGAGGACAACGATAACCGATCAGTGCTGAAAGGTGGTCCTTTCTCT342

GACAGCTACAGGCTCAATCAGTTCCATTTTCACTGGGGCAGTACAAATGAGCATGGTTCA308

Lrrrrrrrrreerrr rrrerr trrrr e e e e e e e e
GACAGCTACAGGCTCTTTCAGTTCCATTTTCACTGGGGCAGTACAAATGAGCATGGTTCA402

GAACATACAGTGGATGGAGTCAAATATTCTGCCGAGCTTCACGTAGCTCACTGGAATTCT368

CErrrrrrrrrrrr et rerr e et e et e et r et e e
GAACATACAGTGGATGGAGTCAAATATTCTGCCGAGCTTCACGTAGCTCACTGGAATTCT462

GCAAAGTACTCCAGCCTTGCTGAAGCTGCCTCAAAGGCTGATGGTTTGGCAGTTATTGGT428

Ferrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrr e et et e et e e
GCAAAGTACTCCAGCCTTGCTGAAGCTGCCTCAAAGGCTGATGGTTTGGCAGTTATTGGT522

GTTTTGATGAAGGTTGGTGAGGCCAACCCAAAGCTGCAGAAAGTACTTGATGCCCTCCAA48S

Ferrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrr e et e e e et e r e
GTTTTGATGAAGGTTGGTGAGGCCAACCCAAAGCTGCAGAAAGTACTTGATGCCCTCCAAS82

GCAATTAAAACCAAGGGCAAACGAGCCCCATTCACAAATTTTGACCCCTCTACTCTCCTTS548

CErrrrrrrrrrr et rerr e ettt e et e et e et e r e
GCAATTAAAACCAAGGGCAAACGAGCCCCATTCACAAATTTTGACCCCTCTACTCTCCTT642

CCTTCATCCCTGGATTTCTGGACCTACCCTGGCTCTCTGACTCATCCTCCTCTTTATGAG608

Ferrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrr e et e e e et e e
CCTTCATCCCTGGATTTCTGGACCTACCCTGGCTCTCTGACTCATCCTCCTCTTTATGAG702

AGTGTAACTTGGATCATCTGTAAGGAGAGCATCAGTGTCAGCTCAGAGCAGCTGGCACAAGGLS

Ferrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrr e et e e e et e e
AGTGTAACTTGGATCATCTGTAAGGAGAGCATCAGTGTCAGCTCAGAGCAGCTGGCACAAT62

TTCCGCAGCCTTCTATCAAATGTTGAAGGTGATAACGCTGTCCCCATGCAGCACAACAACT28

CErrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e et e et e e r e e e e e
TTCCGCAGCCTTCTATCAAATGTTGAAGGTGATAACGCTGTCCCCATGCAGCACAACAACS22

CGCCCAACCCAACCTCTGAAGGGCAGAACAGTGAGAGCTTCATTTTAATGATT9

LErrrrrrrrrrrrrrrrrr et rrr e et e e e
CGCCCAACCCAACCTCTGAAGGGCAGAACAGTGAGAGCTTCATTTTGATGAS73

Sekil 3.11 Phe91Asn Mutant1 Dizi Analizi Sonuglar1

(Mutasyona ugratilan niikleotitler kirmizi ile gosterilmistir.)
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3.5 Yabani ve Mutant hCAI Genlerinin Ekspresyon Stratejisi

Rekombinant plazmit ekspresyon amaci ile BL 21(DE3) Codon Plus

hiicrelerine transforme edildi.

Oncelikle ekspresyon ve saflastirma sartlarinin  optimizasyonu igin
pET21a(+) vektoriine klonlanmis olan yabani tip hCA 1 vektorii ile calisildi.
pET21a(+) vektoriintin 6zelligi IPTG ile indiiklenebilmesidir. Buna gore bolim
2.2.4.6.1 *de belirtilen sekilde farkli IPTG konsantrasyonlart (0.4mM ve 1mM) ile
farkli inkiibasyon siirelerinde (3, 4, 5 ve 6 saat) indiiklenme gergeklestirildi.
Indiiklenmeler karsilastirildi ve en iyi ekspresyon sartlarinin, 1mM IPTG
kullanilarak 5 saat inkiibasyon oldugu tespit edildi. Kisaca (i)indiikklenme
gerceklestikten sonra, (ii)hiicreler lizize ugratildi, (iii)Lizisden sonra afinite jelinin
yapisinin bozulacagi diisiiniilerek ek diyaliz asamasi da dahil edildi.(iv)Diyaliz
uygulanan rekombinant proteinler Sepharose 4-B-L Tirozin Siilfonamid afinite
kolonu kullanilarak saflagtirildi.  Kolona 06rnegin tatbikinden sonra kolonun
yikanmasi siiresince drnekler tiliplere toplandi ve yikama islemi boyunca 280nm’de
her tiipiin absorbansi alindi. Protein gelmeyinceye kadar yikama islemine devam
edildi ve 289nm ’de absorbansin diisiisli izlendi. Daha sonra kolona tutulan 6rnegin
eliisyonu yapildi. Kolonun yikanmasi ve elusyon islemleri siiresince tiiplere toplanan
orneklerin 280nm ’deki protein miktarlart ve hidrataz aktiviteleri Olgtldii.

Saflagtirma sirasinda ve sonucunda elde edilen {iriinler SDS jel ile goriintiilendi.

Oncelikle plazmit igermeyen ve igeren BL-21(DE3) Codon Plus
hiicrelerinden elde edilen ham ekstraktlar ve afinite sonuglar1 karsilastirilmistir. Sekil
3.12 ’de goriildiigii gibi plazmit igeren BL-21(DE3) Codon Plus ham ekstraktlari

indiiklenme olmamasina ragmen yiiksek diizeyde hCAI ekspre ettigi gézlenmistir.
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B.4kDa

14.4kDa

Sekil 3.12 Plazmit iceren ve icermeyen BL-21(DE3) Codon Plus
hiicrelerinden elde edilen ham ekstrakt ve afinite tirtinlerinin SDS PAGE goriintiisii.
(1; Plazmit icermeyen hiicreden elde edilen ham ekstrakt, 2; HCA I enzimi afinite
iiriindi, 3; HCA I enzimi diyaliz sonras1 ham ekstrakti, 3; HCA I enzimi diyaliz 6ncesi

ham ekstrakti, 4: protein marker)

Ayrica plazmit iceren IPTG ile indiiklenmis ve indiikklenmemis BL-21(DE3)
Codon Plus hiicrelerinin ham ekstraktlar1 karsilagtirildiginda IPTG indiiklenmesinin
protein ekspresyonunu beklenildigi tarzda arttirdigr goriilmektedir (Sekil 3.13 ve
Sekil 3.14)
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Sekil 3.13 indiiklenmis HCA 1 izoenzimi SDS PAGE gériintiisii
(M: Protein marker, 1: Afinite sonrast saf HCA I enzimi, 2: Diyaliz 6ncesi
ham ekstrakt.)

hCAI

Sekil 3.14 Indiiklenmemis HCA I enzimi SDS PAGE goriintiisii
(M; Marker, 1: Indiiklenmemis HCA I ham ekstrakt1.)
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Yabani tip HCA I enzimine ait saflagtirma grafigi ve ¢izelgesi sekil 3.15 ve
cizelge 3.3 ’te verilmistir. Buna gore eliisyon sirasinda 17 ile 21. tiipler arasinda
maksimum hidrataz aktivitesi belirlenmistir. Maksimum protein konsantrasyonu da
yikama asamasina denk gelen 2 ile 5. tiipler arasindadir. Sonug olarak saflastirma
tablosuna baktigimizda afinite kromatografisinde gergeklesmesi gereken saflagtirma
katsayisinin oldukea diisiik oldugu goriilmektedir. Yikama sirasinda HCA 1 kaybinin
olup olmadigimi kontrol etmek amaciyla yikama sirasinda aliman o6rnekler de SDS

PAGE jeline yiliklenmistir.

Buna gore sekil 3.16 ’da goriildigu gibi, yikamada en yiiksek protein
konsantrasyonuna rastladigimiz tiiplerden biri de SDS ’e dahil edilmis, ve bu

tiipteHCA I proteinini yikama sirasinda yiiksek diizeyde kaybettigimizi anlayabiliriz.

—a— protein miktari

0,9 -+ —e— aktivite 0,6

Absorbans(280nm)
EU/mL

1 5 9 13 17 21

Tiip Numarasi

Sekil 3.15 Yabani HCA I Enziminin Saflagtirma Grafigi
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Sekil 3.16 HCA I Yikamada Alman Ornegin SDS PAGE Gériintiisii

(1; Protein Marker, 25 HCA I ham ekstrakt1,3; HCAI Yikama Tiip No:4)

Cizelge 3.3 Yabani HCA I Enziminin Saflastirma Cizelgesi

Total Spesifik
Yabani | Hacim | Aktivite | Protein | Total . | Saflastirma
Aktivite | Aktivite %Verim
HCAT | (mL) | (U/mL) (mg/mL) | Protein Katsayisi
(U) (E/mg/mL)
Ham
19mL | 1.34 25.46 0.076 1.444 | 17.6315 %100 -
Ekstrakt
Saf
3mL | 1.90 5.7 0.0245 | 0.735 | 77.551 %22.38 | 4.39
HCA1

BL 21(DE3) Codon Plus hiicrelerine transforme edildi.
belirtilen sekilde 1mM IPTG ile Ssaat indiiklendi.

Phe91Asn mutantin1 igeren rekombinant plazmit ekspresyon amaci ile

saflagtirma grafigi ve ¢izelgesi sekil 3.18 ve cizelge 3.4 ’te verilmistir.

Bolim 2.2.4.6.1 ’de
Phe91Asn mutantina ait

Mutant

proteinin saflastirilmast sirasinda yikama asamasinda benzer sekilde HCA 1

proteininin kaybi gozlendi.

gorlintiisii verilmistir.
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Tiup Numarasi
Sekil 3.17 Phe91Asn Mutant1 Saflagtirma Grafigi
Cizelge 3.4 Phe91Asn Mutant1 Saflagtirma Cizelgesi
. . .| Total , Spesifik
Phe91Asn | Hacim | Aktivite | Protein | Total o | Saflagtirma
Aktivite | Aktivite %Verim
Mutanti (mL) | (U/mL) (mg/mL) | Protein Katsayisi
(U) (E/mg/mL)
Ham
30mL | 1.842 55.26 0.1356 | 4.068 | 13.58 %100 -

Ekstrakt
Saf
Phe91Asn | 3mL | 1.177 3.531 0.0118 0.0354 | 99.745 %6.39 | 7.34
Mutant1
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Sekil 3.18 Phe91Asn Mutanti SDS PAGE Goriintiisii
(M: Marker, 1: Phe91Asn mutanti ham ekstrakti, 2: Afinite sonras1 saf
Phe91Asn mutant1)

3.6 inhibisyon Calismalar

Inhibisyon ¢alismalarinda siilfonamid ve asetozolamid bilesikleri kullanilds.
Bu iki tip inhibitoriin ICso degerlerinin belirlenmesi amaciyla siibstrat
konsantrasyonu sabit tutulmak suretiyle farkli konsantrasyonlarda inhibitor
cozeltileri kullanilarak enzimlerin hidrataz aktiviteleri belirlendi. %Aktivite-[I]
grafigi cizilerek olusturulan egri denkleminden ICs, degerleri hesaplandi. Inhibisyon
caligmalarinda kullanilan stok inhibitdr soliisyonlarinin konsantrasyonlar1 c¢izelge

3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5 Stok Inhibitér Cozelti Konsantrasyonlari

Inhibitor Stok Cozelti Konsantrasyonu
Siilfonamid 1x10°M
Asetozolamid 1x0° M
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Cizelge 3.6 Yabani HCA I Enzimi Uzerinde Calisilan Siilfonamid Konsantrasyonu, Hidrataz Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltilerin

Miktar1 ve %Aktiviteleri

Inhibitor
pH=10 | Enzim Enzim Fenol Saf Substrat Cozeltisinin Inhibitor Aktivite %
Tamponu | (uL) | Cozeltisinin | Red Su | Cozeltisinin | Hacmi (pL) (Cozeltisinin [(to)- | Aktivite
Hacmi (uL) | Cozeltisi | (uL) | Hacmi (uL) | (Siilfonamid) | Konsantrasyonu | (tc)]/(tc)]
(L) M)

200 - - 1.81 100

150 50 1.25x10 0.586 | 32.37

400 | hCA-I 100 2000 | 100 1200 100 2.5x10 0434 | 23.97
75 125 3.75x10 ™ 0.422 | 23.31

50 150 5%10 ™ 0 0

Cizelge 3.7 Yabani HCA I Enzimi Uzerinde Calisilan Asetozolamid Konsantrasyonu, Hidrataz Aktivitesi Tayininde Kullanilan
Cozeltilerin Miktar1 ve %Aktiviteleri

Inhibitor
pH=10 | Enzim Enzim Fenol Saf Substrat (Cozeltisinin Inhibitor Aktivite %
Tamponu | (uL) | Cozeltisinin | Red Su | Cozeltisinin |  Hacmi (uL) Cozeltisinin [(to)- | Aktivite
Hacmi (uL) | Cozeltisi | (uL) | Hacmi (uL) | (asetozolamid) | Konsantrasyonu | (t.)]/(t.)]
(ul) (mM)
200 - - 1.81 100
175 25 0.625x10 ~° 122 | 67.40
400 | hCA-I| 100 2000 [150 | 1200 50 1.25%10 7 075 | 41.43
100 100 2.5x10 0.538 | 29.72
50 150 3.75x10 0434 | 23.97
- 200 5x10 7 0.126 | 6.96
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120 -
— 2 -
100 + Y = 4,4050x° - 38,755x + 91,511
R? = 0,8815

60 -

% Aktivite

20 +

0 2 4 6
[Sulfonamid]x10”-4

Sekil 3.19 Saf HCA I Enzimi Uzerinde Siilfonamidin Farkl1 Konsantrasyonlar1 i¢in
Elde Edilen%Aktivite-[ Siilfonamid] Grafigi

120 -
00 y = 4,0312x2 - 36,008x + 91,924
? R? = 0,9357
o 80
= ¢
£ 60-
<
= 40 - .
20 - ¢
0 *
0 1 2 3 4 5 6
[Asetozolamid]x10A-3

Sekil 3.20 Saf HCA I Enzimi Uzerinde Asetozolamidin Farkli Konsantrasyonlari
Icin Elde Edilen%Aktivite-[ Asetozolamid] Grafigi
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Cizelge 3.8 Phe91Asn Mutant1 Uzerinde Calisilan Siilfonamid Konsantrasyonu, Hidrataz Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltilerin

Miktar1 ve %Aktiviteleri

Inhibitor
pH=10 | Enzim Enzim Fenol Saf Substrat (Cozeltisinin Inhibitor Aktivite %
Tamponu | (uL) | Cozeltisinin | Red Su | Cozeltisinin | Hacmi (uL) Cozeltisinin [(to)- | Aktivite
Hacmi (uL) | Cozeltisi | (uL) | Hacmi (uL) | (siilfonamid) | Konsantrasyonu | (tc)]/(t)]
(uL) M)

200 - - 1.923 100
185 15 3.75x107 1.300 | 67.60
175 25 6.25x10° 0.759 | 39.46

400 | hCALL 100 2000|163 1200 35 8.75><10_z 0.307 | 15.96
150 50 12.5x10 0.159 8.26
100 100 25x107 0.0918 | 4.77

Cizelge 3.9 Phe91Asn Mutant1 Uzerinde Calisilan Asetozolamid Konsantrasyonu, Hidrataz Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltilerin

Miktar ve %Aktiviteleri

pH=10 | Fenol Inhibitor inhibitsr | Aktivite
. Enzim Saf Substrat Cozeltisinin e o
Tamponu | Enzim | .. .. . | Red o e . Cozeltisinin [(to)- Yo
(uL) (6zeltisinin Cozeltisi Su | Cozeltisinin |~ Hacmi (uL.) Konsantrasyonu | (t.)]/(t.) | Aktivite
Hacmi (uL L) | Hacmi (uL) | (asetozolamid e
WD) | oy ] D) (ML) | ( ) M)

200 - - 1.923 100
175 25 0.625x10 1234 | 64.17
150 50 1.25x10 -3 0.824 42.84

400 hCA-I 100 2000 100 1200 100 2.5x10 -3 0.582 30.26
50 150 3.75x10 -3 0.110 5.72

85




y = 0,376x7 - 12,451x + 102,57
100 4 ,
R? = 0,9833

60 -

% Aktivite
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Sekil 3.21 Saf Phe91Asn Mutant: Uzerinde Siilfonamidin Farkli Konsantrasyonlart
Icin Elde Edilen%Aktivite-[Siilfonamid] Grafigi
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Sekil 3.22 Saf Phe91Asn Mutant: Uzerinde Asetozolamidin Farkli Konsantrasyonlari
I¢in Elde Edilen%Aktivite-[ Asetozolamid] Grafigi

Cizelge 3.10 Yabani HCA I Enzimi ve Phe91Asn Mutant1 ICs, degerleri

Enzim Silfonamid Asetozolamid
Yabani HCA 1 ICso=1.257x 10°*M ICso=1.376x 10°M
Phe91Asn Mutanti 1Cso= 0.468x10*M ICso=1 283x10°M

86




3.6.1 Yabani ve Mutant HCA 1 Enzimlerinin Esteraz Aktivitelerinin

Olciilmesi

Yabani ve mutant HCA I enzimlerinin esteraz aktiviteleri boliim 2.2.5.9.2 ’de
belirtien sekilde Olgilildii ve asagidaki formiile ve bradford tayininde belirlenen
mg/mL protein degerinden spesifik aktiviteleri hesaplandi [35].

EU= Kiivet hacmi X Enzim miktar1 X p-nitrofenilvasetat miktari(mmolar) / € X d

€ = p-nitrofenoliin molar ekstriksiyon katsayisi

d = lcm (1s1k yolu)

Yabani HCA I enzimi igin spesifik aktivite 1.053x10~, mutant HCA I enzimi
icin spesifik aktivite ise 0.428x107 olarak hesaplanmastir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Karbonik Anhidraz Prokaryot, Okaryot ve Archaea 'da yaygin olarak bulunan
ve yapisinda Zn' iyonu bulunduran bir metaloenzimdir. Karbonik Anhidraz
izoenzimleri a-, B-, y-, - ve e-CA olmak iizere evrimsel olarak bagimsiz bes ayr1 gen
ailesi tarafindan kodlanir. Memelilerde farkli doku dagilimlart gosteren a-CA gen
ailesine baglhi 16 farkli CA izoenzimi ve CA baglantili protein (CARP)
tanimlanmistir. CA izoenzimlerinin hiicre i¢indeki yerlesimleri de oldukga farklidir;
CA I-1II, CA VII sitozolik, CA IV, CA IX, CA XII ve CA XIV membrana bagli, CA
VA - CA VB mitokondride, CA VI tiikriik ve siit salgilarida ve NonO/p54™®
niikleusta bulunmaktadir [1-3, 7, 11-13, 15, 16, 28, 43, 48].

Canlilarda genis bir dagilim gosteren Karbonik Anhidraz izoenzimleri
metabolizma i¢in biiyilk Onem tasiyan temel gorevlerde rol oynamaktadir.
Omurgalilar1 da igeren yliksek organizmalarda, CA I, II, ve IV izoenzimleri asit-baz
dengesinin saglanmasinda ve solunumda gorevlidir [47]. CA 1II izoenzimi
osteoklastin farklilagsmasini saglar ve kemik gelisiminde de rol oynar [48, 52]. Doku
ve organlardan elektrolitlerin salgilanmasinda, koku ve tat almada da CA
izoenzimleri gorevlidir. Bu sayede gastrointestinal sistem ¢ok yiiksek ya da c¢ok
diisiik pH kosullarindan korunmus olur [47, 48]. CA V gibi baz1 izoenzimler hiicre
i¢ci sinyal iletim siirecinde gorev alir [7]. (Pankreasin B hiicrelerinden insiilin
salgilanmasi). II ve V numarali izoenzimler glukoneogenez icin bikarbonat saglarlar
ayrica yag asitlerinin de-novo biyosentezi ve primidin bazi sentezi siirecinde de rol
oynarlar. Son calismalar ise IX, XII, CARP VIII izoenzimlerinin tiimorlerle

baglantili oldugunu ortaya koymustur [7].
Karbonik Anhidrazin siilfonilamid I ile inhibisyonunun Mann ve Keilin

tarafindan kesfi bazi Onemli ilaglarin dizayn edilebilmesini saglamistir [38].

Inhibitér 6zelligi tasiyan siilfonamidlerden gbz tansiyonu, tiroid, norolojik ve
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néromiiskiiler diizensizliklerin tedavisinde yararlanilmaktadir. Ayrica siilfonamidler

diiiretik, anti-epileptik, anti-lilser ve anti kanser ajan1 olarak da kullanilmaktadir.

a-CA ailesine ait bazi izoenzimlerin aktivasyonunun saglanmasiyla
Alzheimer, yaslanma, hafiza kaybi terapisi gibi durumlar ic¢in yeni bir tedavi
yaklagiminin  olusturulabilecegi  diislinlilmektedir. Yashlarda ve Alzheimer

hastalarinda HCA 1 enzimi ekspresyon seviyesinin diislik oldugu bulunmustur.

Hipertiroidizm goriilen kisilerde tiroid hormonu artisi ile baglantili olarak

karbonik Anhidraz I enzimi seviyesinde de artis tespit edilmistir.

Ayrica Glokom hastaliginda Karbonik Anhidraz enzimlerinin etkili bir

sekilde rol oynadig1 bulunmustur [4, 50, 51].

Karbonik Anhidraz Inhibitérleri yukarida da deginildigi gibi bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak izoenzime spesifik olmayan inhibitorlerin
tedavi amacl kullanilmasiyla canli sistemde varolan diger CA izoenzimleri de inhibe
olmaktadir. Ozellikle glokom hastaliginin tedavisinde HCA II enzimini inhibe etmek

amaciyla siklikla kullanilan stilfonamidler HCA I enzimini de inhibe etmektedir [35].

Calismamizda siilfonamidlere karsi ilgisi az olan aymi zamanda hidrataz
aktivitesini kaybetmemis mutant HCA I enzimlerinin elde edilmesi hedeflenmistir.
Bu kapsamda siilfonamidlere baglanmada etkili oldugu diisliniilen hidrofobik cepte
bulunan Phe91 aminoasitinin yonlendirilmis mutagenez yoluyla daha polar olan Asn

aminoasiti ile degistirilmesine karar verilmistir.

Bu plan dogrultusunda hCAI genini elde etmek i¢in RT-PCR’a dayali strateji
kullanilmast uygun gorilmiistiir. Bunun nedeni ise hCAI geninin transkribinin
oldukca biiyiik intronlar igeriyor olmasidir. hCA I in en bol bulundugu yerlerden biri
eritrosit hiicreleri oldugu i¢in ekspre oldugunu diisiindiigiimiiz kronik myeloid 16semi
hiicre hatti olan K562 hiicreleri ve akut myeloid l6semi hiicre hatti olan HL60
hiicreleri kullanilmistir. Iki farkli hiicre hatti kullanilmasimnin nedeni hCAI

ekspresyonunun iki modelde farkli olabilecegi ihtimalidir. K562 hiicreleri kemik
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iliginin farklilasmasinin ge¢ donemine karsilik gelmekte ve ayni zamanda kronik
myeloid 16semide model teskil etmektedir. HLO60 hiicreleride kemik iligi
farklilasmasinin erken donemi ic¢in ve akut myeloid I6semi icin model teskil

etmektedir.

K562 ve HL60 hiicre hatlarindan yapilan total RNA izolasyonunu takiben
hCAI genine ait primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.
K562 hiicre hattina ait total RNA kullanilarak kurulan PCR amplifikasyonunda
agaroz jel elektroforezi sonucunda hCAI genine ait herhangi bir bant gézlenemezken
HL60 hiicre hattina ait total RNA kullanilarak ¢alisan amplifikasyonlarda 785bg ’lik
bolgede hCAI geninin amplifiye oldugu gozlenmistir. Yukaridaki bulgulara baglh
olarak Kronik Myeloid Losemi hastalarinda CAI enzimi aktivitesi goriilmesine
karsin bunun bir modelini teskil eden K562 hiicre hattinda hCA 1 geninin

ekspresyonunun olmadigi sonucuna varilmaistir.

Calismanin daha sonraki basamaklarinda HL60 total RNA’s1 kullanilarak
amplifiye edilen hCA I geni sirasiyla 6nce pGEM-T vektoriine daha sonra mutagenez
ve ekspresyon amaci ile pET21a(+) vektoriine klonlanmistir. 1mM IPTG ile 5 saat
indiiklenen Ornekler diyalize tabi tutularak afinite kolonuna tatbik edilmistir.
Yikama ve eliisyon islemlerinin her basamagindaki 6rnekler toplanmis 280nm ’deki
absorbanslar1 ve hidrataz aktiviteleri olgiilmiistiir. ~ Orneklerin toplam protein

miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlenmis SDS PAGE ile goriintiilenmistir.

Cizelge 3.3 ’deki saflagtirma tablosunda belirtildigi gibi saflagtirma katsayisi
oldukga diisiik oldugu gozlenmektedir. Bunun nedenini belirleyebilmek i¢in yikama
basamaginda gozlenen yiiksek protein miktar1 ve hidrataz aktivitesi dikkate deger
bulundugundan bu asamadaki bazi tiipler de SDS PAGE ’e dahil edilmistir. Bunun
sonucunda HCA I enziminin afinite kromatografisinden beklenilenin aksine daha
diisiik bir saflastirma derecesi ile elde edilmesinin nedeninin yikama islemi sirasinda

enzimin kayb1 oldugu sonucuna varilmaistir.

Bunun yani sira lizis ve ekspresyon basamaklar siiresince kullanilan Zn™
iyonunun siilfonamidin yapisin1 bozabilecegi ihtimali goz Oniinde bulundurularak

afinite  kromatografisi boyunca kullanilan tim tamponlara 0.5mM son
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konsantrasyonda EDTA eklenmistir. Béylece EDTA ’nin Zn"? iyonunu ile kompleks
yapmast saglanarak ligandin korunmasi amaglanmistir.  Lizis basamaklarinda
kullanilan bazi maddelerin afinite jelinin yapisin1 bozmasini engellemek amaciyla
elde edilen ham ekstrakt kolona uygulanmadan once 12 saat saf suya ve 3 saat
dengeleme tamponuna kars1 diyaliz edilmistir. Ancak diyalizle uzaklastirilamayan
bazi molekiillerin enzimin liganda tutunmasini belirli dl¢iide engelledigi ve bunun

dogal sonucu olarak verimini diisiirdiigii kanaatindeyiz.

Phe91Asn mutantinin ekspresyonu yabani tip HCAI enzimi ile aym

kosullarda ¢alisilmis diyaliz islemi sonrasinda kolona tatbik edilmistir.

Olgiilen mutant ve yabani tip hCAI enzimi hidrataz aktiviteleri arasinda

belirgin bir fark goriilmemistir.

Inhibisyon calismalar1 sirasinda HCA 1 enzimini gii¢lii bir sekilde inhibe
ettigi bilinen siilfonamid ve asetozolamid inhibitorleri kullanilmistir. Yabani ve
mutant HCA 1 enzimlerinin ICsy degerlerinin belirlenebilmesi amaciyla substrat
konsantrasyonu sabit tutularak farkli konsantrasyonlarda siilfonamid ve asetozolamid
uygulanmistir. Cizilen %Aktivite- [1] grafigi egrisinden yabani tip HCA I enziminin
Siilfonamid i¢in 1Csy degeri 1.257x10'4M, Asetozolamid iginse ICsy degeri 1.376x
10°M olarak hesaplanmistir.

Ayni inhibitorler mutant enzim ile de substrat konsantrasyonu sabit tutulmak
suretiyle farkli konsantrasyonlarda denenmis ¢izilen %Aktivite- [I] grafigi egrisinden
siilffonamid icin ICsy degeri 0.4968x10'4M, Asetozolamid i¢in ICsy degeri
1.283x10° M olarak hesaplanmustir.

Bu degerler dogrultusunda elde edilen mutant enzimin asetozolamid ile
inhibisyonunda ICsy degerleri karsilastirildiginda  belirgin  bir fark tespit
edilememistir.  Benzer sekilde yabani ve mutant enzimlerin Siilfonamid ile
inhibisyonu ICsy degeri goéz oniinde bulundurularak karsilastirildiginda mutant

enzimin siilfonamid ile daha fazla inhibe oldugu tespit edilmistir.
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Bu degerler, s6z konusu degisikligin enzimin siilfonamide kars1 ilgisinin ¢ok
fazla degistigini gostermez.  Phe91Asn rezidiisiiniin s6z konusu inhibitorle

etkilesmedigi soylenebilir.
Ancak oOzellikle enzimin esteraz aktivitelerinin inhibisyonu ile yapilacak
calismalar, s6z konusu mutasyonun sonuclari hakkinda daha giivenilir bilgiler

verecektir.

Elde edilen bu sonuglarin bile enzimin inhibisyonunun aydinlatilmasinda

onemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.
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EK SEKILLER

Aminoasit
Alanine
Arginine
Asparagine
Aspartic acid
Cysteine
Glutamic acid
Glutamine
Glycine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline
Serine
Threonine
Tryptophan
Tyrosine
Valine

Stop codons

Kisaltma |Tek harf kisaltma

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
Gln
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser

Thr

Tyr

Val

A

Q| O m o g ozl =

P

2 R

< =< =

mRNA kodonlarn

GCA GCC GCG GCU

AGA AGG CGA CGC CGG CGU

AAC AAU

GAC GAU

uGC uGuU

GAA GAG

CAA CAG

GGA GGC GGG GGU

CAC CAU

AUA AUC AUU

CUA CUC CUG CUU UUA UUG

AAA AAG

AUG

UuuC UuU

CCA CCC CCG CCU

AGC AGU UCA UCC UCG UCU

ACA ACCACG ACU

UGG

UAC UAU

GUA GUC GUG GUU

UAA UAG UGA

Sekil A.1 Aminoasit kodon sifreleri ve kisaltmalari [88]



L-Alanine (Ala/ A) L-Asparagine (Asn /L-Aspartic acid (Asp

L-Arginine (Arg / R) N) /D)

NH2

L-Glutamic acid L-Glutamine (Gln / L-Glycine (Gly / G)

L-Cysteine (Cys / C)(Glu/ E) Q)
il e
H,
. 4‘/@4
2
HzM 3

e . L-Lysine (Lys / K)
;)HLtldme (His / L-Isoleucine (Ile / I) L-Leucine (Leu/L)

HoN

L-Methionine (Met /

M) L-Phenylalanine

(Phe / F)

L-Tryptophan (Trp / %}m (Tyr/ L-Valine (Val / V)

T) W)
Sekil A.2 . Aminoasitlerin A¢ik Formiilleri[88]

L-Threonine (Thr /
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GeneRuler™ 1kb DNA Ladder,
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Sekil A.3 1kb DNA Marker [89]

kDa Protein, 0.1-0.2mg/ml  Source

sws | {160 [-oalaciosidase E.colf (2)

—— 0.2 Bowvine szrum albumin bovine plasma (3

— — 450 Ovalbumin chicken eqg white (4)

a— — 0] Lactate detwdrogenase  porcine muscle (&)

— 70 FEase Bspog ool (B)

R f-lactoglobulin bovine milk (¥)

- — 144 Ly=nzyme: chicken ago white (8)
i

1:2% Tris-ghcing S0&-PAGE
Staining with PageBlue™ Frotein Staining Solution #R0571)

Sekil A.4 Protein Marker[90]
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