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OZET

YONLENDIRILMIS MUTAGENEZ iLE MUTANT HCAII GENININ
ELDESI VE MUTANT PROTEINLERIN INHIBITORLERE KARSI
ILGISININ ARASTIRILMASI

Siimeyye AYDOGAN

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilimdal

(Yiiksek Lisans tezi / Tez Damismani : Do¢. Dr. Feray KOCKAR)
Yardimci Damisman: Prof.Dr.Oktay Arslan

Balikesir, 2006

Karbonik anhidraz enzimleri (Karbonat hidroliyaz, CA, E.C.4.2.1.1), CO, ve H,O’den

HCOj™ iyonlarinin geri doniisiimlii reaksiyonunu katalizleyen bir enzim ailesidir.

a, B, v, 0 ve e-CA olarak bilinen evrimsel olarak ilgisiz bes CA gen ailesi vardir.
Hayvanlar alemindeki biitiin CA’lar a tipindedir. Insanlar1 da kapsayan yiiksek omurgalilarda,

cok farkli hiicresel yerlesimler ve doku dagilimlari ile 14 farkli a-CA izoenzimi saptanmustir.

HCAII enzimi asetazolamid, sulfonamid, metazolamid ve diklorfenamid gibi
glaucoma tedavisinde kullanilan ilaglarin hedefidir. Fakat sulfonamidlerin 14 izoformu igeren
CA izoenzimlerine karsi spesifikligi diistiktiir ve ilgili hastaliklarin tedavi siirecinde yan
etkilerle karsilasilabilir. Bu yiizden enzimin inhibisyon mekanizmasinin daha spesifik

inhibitorlerin gelistirlmesi i¢in aydinlatilmasi 6nemlidir.

Bu calismanin amaci katalitik merkezle ilgili olan bazi amino asitleri ortaya
cikarmaktir. PCR’a dayali olarak kullanilan yonlendirilmis mutagenez, Asparajin67
aminoasiti hidrofob Izoldsin amino asitiyle, Losin204 aminoasiti hidrofil Serin aminoasiti ile

degistirilmesinde kullanilmistir. Mutant ve yabani tip proteinlerin ekspresyonu E.coli’de



optimize edilen kosullarda IPTG kullanilarak yapildi. pET31b vektorii icerisindeki mutant
HCAII proteinlerinin ekspresyonu BL21 hiicrelerinde IPTG indiiksiyonu ile yapildi. Ekspre
edilen proteinlerin saflagtirilmast CA spesifik afinite kromatografisi ile yapildi. Mutant ve
yabani tip enzimlerin safliklar1t SDS-PAGE elektroforezi ile kontrol edildi. Ekspre edilen
proteinlerin miktarlar1 Breadford yontemi ile hesaplandi. Mutant ve yabani tip enzimlerin CO,
hidratasyon aktivitesi Ol¢lildi. Mutant ve yabani tip enzimlerin, glaucoma hastalig
tedavisinde yaygin olarak kullanilan inhibitorlere (siilfonamid ve asetazolamid) karsi

inhibisyonlar1 ve ICsy degerleri belirlendi.
Asn67lleu mutant HCAII enziminin 2,1)(10'5 M ve 0,0285 x10° mM olan ICs
degerleriyle mutant enzime gore inhibisyonu daha fazla olarak gozlendi. Tersine Leu204Ser

mutant enzimin asetazolamid ve siilfonamid inhibitorlerine karst inhibisyonu 2,52 x10™ M ve

0,422 x10” mM ICs, degerleriyle daha diisiik olarak tespit edildi.

Anahtar sozciikler : HCAII, yonlendirilmis mutagenez, ekspresyon, saflastirma, inhibisyon
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ABSTRACT

CONSTRUCTION OF MUTANT HCAII GENES by SITE DIRECTED
MUTAGENESIS AND INVESTIGATION OF AFFINITY OF THESE
MUTANT PROTEINS AGAINST SOME INHIBITORS

Siimeyye AYDOGAN

Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Thesis / Supervisor : Do¢.Dr.Feray KOCKAR)
Co Supervisor : Prof.Dr.Oktay ARSLAN

Balikesir-Turkey, 2006

Carbonic anhydrases (CAs) are a family of enzymes which catalyse the reversible
reaction from H,O and CO; to HCOs ions. There are five evolutionarily unrelated CA
families, designated a, B, v, 6 ve e-CA. All known CAs from the animal kingdom are of the
alpha type. There are fourteen mammalian CA isozymes with different tissue distributions and

intracellular locations, in higher vertebrates, including human.

The HCAII enzyme is the target for drugs, such as acetazolamide, methazolamide and
dichlorphenamide for the treatment of glaucoma. However, since the specificity of
sulphonamides against CA enzymes that consist of 14 isoforms is low, the adverse effect
could be encountered during the treatment of the related diseases. Therefore, it is important to
to elucidate the inhibition mechanism of the enzyme in order to develop more specific novel

inhibitors.

Thus, the aim of the study is to identify some amino acids that may be involved in
catalytic centre. PCR Site directed mutagenesis strategy has been performed replacing Asn67
to a hydrophobic amino acid, Isoleucin and Leu204 to hydrophilic amino acid, Serin. The
expression of the mutant protein was performed in E coli with the optimized condition by

inducing IPTG. Mutant HCAIIs in pET31b vector were expressed in BL21 cells by including

il



IPTG. The expressed proteins were purified by CA specific affinity chromatography. Integrity
of mutant and wild type enzyme was checked by SDS-page analysis. Bradford assay was
performed for determination of concentrations of expressed proteins. CO, hydration activity
of mutant and wild-type enzymeswas performed. Inhibition of these mutant and wild type
enzyme was determined by ICsy values against some inhibitors (sulphonilamide and

acetozolamide) widely used for the threatment of glaucoma.
Asn67ILeu mutants has higher inhibition affinity than wild type with 1Csy values of
2,1xlO'5 M, 0,0285 x10° mM. In contrast Leu204Ser mutant has lower affinity to

sulphonilamide and acetozolamide than the wild-type HCAII with 2,52 x10° M, 0,422 x10~
mM.

Key words : HCAII, site directed mutagenesis, expression, purification, inhibition
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1. GIRIS

Organizmada temel gorevi asid-baz dengesini diizenlemek olan karbonik anhidraz
Zn"? iyonu igeren bir metaloenzimdir. Memelilerde a-CA ailesine bagh aktif olan 14 karbonik
anhidraz izoenzimi bulunmaktadir. Karbonik anhidraz izoenzimleri hiicresel dagilimlari,
kinetik 6zellikleri ve inhibisyon profilleri agisindan faklilik gdstermektedirler. Ayrica CA

izoenzimlerinin doku dagilimlar1 da faklilik gostermektedir [1-13].

Aktif bdlgesinde Zn™ iyonu bulunduran karbonik anhidraz enzimi, canlilarda CO,
molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCO;™ iyonunun dehidratasyonunu katalizler. Karbonik
Anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu saglamanin yani sira, bir¢cok
dokuda H" ve HCOs™ birikiminde de rol oynamaktadir. Boylece viicuttaki bircok dokuda H"
ve HCOj3™ iyonlarinin birikimini saglayarak, viicut sivilarinin dengelerinin kurulmasinda da

onemli rolii vardir [1, 14-16].

CA 11, kromozom 8’de lokalize olan ve 17 kb uzunlugunda bir gen tarafindan
kodlanan 29,3 kDa biiyiikliigiinde olan bir proteindir. CA II diger izoenzimlere gore katalitik
aktivitesi oldukca yiiksektir, insan doku ve organlarinda yaygin olarak rastlanmaktadir [17,

18].

Yiiksek g6z ici basinci ile (IOP) ortaya ¢ikan glaucoma en ciddi goz hastaliklarindan
birisidir. Glaucoma goz hastaliklar1 i¢inde % 15-20 orami ile korliige neden olan bir goz
hastaligidir. GOz retinasinda bulunan HCAII g6z i¢i basinct olusumunun baglica
sorumlusudur. Glaucomlu hastalarda IOP’yu diisiirmenin en etkili yolu HCAII aktivitesini
bloke etmektir. Bu amacla basta asetazolamid olmak iizere heteroaromatik siilfonamidler uzun
yillardan beri kullanilmaktadir. Ancak oral yolla verilen s6z konusu bilesiklerin HCAII
yaninda diger izoenzimleride inhibe etmesi Onemli yan etkiler ortaya cikarmaktadir. Bu
amacla HCAII enzimine spesifik diger sililfonamid tiirevleri sentezlenmis ve inhibisyon
etkileri aragtirllmistir. Ancak yapilan ¢alismalar sonucu klinikte kullanilan asetazolamid

bilesiginden yan etkileri daha az daha gii¢lii bir inhibitor sentezi basarilamamistir [19, 20].

Aragtirmamizda yénlendirilmis mutagenez ile Asparajin 67 aminoasiti 1zoldsin, Lésin
204 aminoasiti Serin aminoasitine degistirilecektir. Siilfonamidlere afinitesi yiiksek mutant

HCALII enzimleri elde edilecektir. Bu sayede daha diisiik dozda ilag kullanarak yan etkilerin



en aza indirilecegi distliniilmektedir. Ayrica arastirmamizda elde edilen bulgularin inhibisyon
mekanizmasinin daha ayrintili aydinlatilmasina 6nemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.
Boylece HCAII'ye kars1 daha giiclii ve etkili inhibitdrlerin gelisimine katki saglanacaktir. [21,
22].

1.1. Karbonik Anhidraz Enzimi
1.1.1.Smiflandirilmasi, Dagilim ve Fizyolojik Onemi

Karbonik anhidraz (Karbonat Hidroliyaz E.C.4.2.1.1), biitiin organizmalarda bulunan
Zn"? iyonlu bir metaloenzimdir. Ilk olarak, sigir eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz,
canlilarda CO; molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCO;3; iyonunun dehidratasyonunu

katalizleyen bir enzimdir [1, 2].

CO, + H,0 H,CO;3 HCO; +H'

Karbonik Anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu saglamanin yani
sira, bir¢ok dokuda H" ve HCO; birikiminde de rol oynamaktadir. Bu dokular arasinda
bobrek, gastrik mukoza ve g6z lensini sayabiliriz. Bunlardan baska histokimyasal metodlarla
tikkriilk bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium
dokularinda da CA’ya rastlanmistir. Baliklarin solungag ve salgi organlarinda baz1 bocek ve

bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda, alglerde ve bitkilerin fotosentetik hiicre

kloroplastlarinda bu enzimin degisik rolleri oldugu ayrica ispatlanmistir [1, 14-16].

Biitiin bilinen CA’lar, a-, B-, y-, 6- ve e-CA olmak iizere bes CA gen ailesi olarak
siniflandirilmistir [3-7].

a-smifinin bir¢ok izoformu biitlin omurgali dokularda bulunur. Bunun disinda, B-
sinifinin izoformlari, yiiksek bitkilerde ve siyanobakterileri de igeren alglerde yaygindirlar. 3
ve v izoformlari, basta bakteriler olmak {izere prokaryotlarin genis bir araliginda bulunur. Tek
0-CA, marine diatom Thalassosira weissfloggi’de saptanmigtir [23-25]. e-smifinin temsilcisi
son zamanlarda Chemolithautrophic bakteride kesfedilmistir [7]. Bu simniflarin aminoasit
dizileri diizeyinde 6nemli benzerligi yoktur ve biitiin katlanmalar onlarin bagimsiz orijinlerini

belirtir.



Simdiye kadar insanlar1 da kapsayan yliksek omurgalilarda, ¢ok farkli hiicresel
yerlesimler ve doku dagilimlart ile, 14 farkli a-CA izoenzimi tanimlanmistir. 5 tanesi
sitoplazmada bulunur (CA I, CA II, CA III, CA VII ve CA XIII), 5 tanesi hiicre membranina
bagli olarak bulunur (CA 1V, CA IX, CA XII, CA XIV ve CA XV), 2 tanesinin mitokondriyal
(CA VA ve CA VB) ve bir tanesinin ise salgilanan bir enzim (CA VI) oldugu tespit edilmistir.

Ayrica, heniiz simflandirilmanus formu olan NonO/p54™ tanimlanmustir [8-13, 16].

- /- —r'/r N
o D{} \1@ XV
-

fj - = W Bvh

NonO/p54™

Sekil 1.1 Baz1 CA izoenzimleri i¢inde katalitik olarak aktif CA izozimlerinin sematik olarak

hiicredeki lokalizasyonlar1 [18]

Karbonik anhidrazin degisik izoenzimleri farkli dokulara dagilmis olarak bulunur.
Baz1 izoenzimler ayni dokuda birlikte bulundugu gibi (eritrosit CA-1 ve CA-II ), diger bazi

dokularda tek bir izoenzim bulunmaktadir (membrana bagli CA-IV).



1.1.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz CO, molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun yan sira, siyanatin
karbamik aside veya lirenin siyamide, aldehidin geminal diole hidratasyon reaksiyonlarini da
katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri de bu enzim
tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA enziminin hidrataz aktivitesi disinda, ¢izelge 1.1°de
gosterildigi gibi elektrofilik bir merkeze, niikleofilik ataklari iceren, aldehit, piriivat, ve alkil
piruvatlarin  hidratasyonu, piriivik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi
reaksiyonlarini da katalizlemektedir. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesini ortaya koyan bu

ozelligi ile, organizmada fizyolojik bir rolii olup olmadig: heniiz bilinmemektedir. [26, 27]

(1) 0=C=0 + H,0 ~— HCO; +H"

) 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

HPO;? + ArOH

(7) ArOPO;? + H,O ———

(8) ArF + H,O
9) PhCH,OCOC I + H,O

HF + ArOH (Ar= 2,4 dinitrofenil)

PhCH,OH + CO, + HCl

(10) RSO,CI + H,0O

RSO;H + HCI1 (R=Me;Ph)

Cizelge 1.1 Karbonik Anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

1.1.3 Karbonik Anhidraz Enziminin U¢ Boyutlu Yapilari

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilarinda biiyiik farkliliklar
gdzlenmektedir. Izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilarindaki farkin ¢ok belirgin olmasina karsin,
aktif bolgelerindeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi dikkat ¢ekicidir. Sekil 1.2’te
gosterildigi gibi, her bir izoenzimin aktif bolgesi, yaklasik tetrahedral geometriye sahip, ii¢

histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiili koordine olmustur. Zn™* iyonun Kkataliz
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olayindaki fonksiyonu vazgecilmez olup, uzaklastirilmasiyla elde edilen apo-CA enzimleri,

tam anlamiyla aktiviteden yoksundurlar [4, 16, 28, 29].

Insan eritrosit CA-I ve CA-Il izoenzimlerinin aminoasit dizilislerinin tespiti, bu
konudaki ¢alismalarin baslangici olmustur. Daha sonraki yillarda sigir, at, sempanze ve rhesus
maymunlarina ait CA-I izoenzimleri ve yine sigir, at, koyun ve tavsan kaynakli CA-II
izoenzimlerinin amino asit diziligleri tam olarak tayin edilmistir. Kas izoenzimi olarak da
bilinen CA-III izoenziminin amino asit dizilisi ise, insan i¢in belirlendigi gibi sigir ve atlarda
da arastirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda, ii¢ izoenzimin amino asit dizilisleri ve ii¢ boyutlu

yapilar1 yoniinden biiyiik 6l¢lide benzerlige sahip oldugu gosterilmistir [30, 31].

Karbonik anhidrazin s6zii edilen ii¢ izoenzimi, yapilar1 yoniinden ¢ok benzemesine
ragmen, aktiviteleri acisindan faklilik géstermektedir. CA-II izoenzimi CA-I izoenziminden
60 ile 100 kat daha fazla aktif olup, bilinen enzimler arasinda katalitik aktivitesi en yiiksek
olanidir. CA-III ise, en az aktif olan izoenzimdir ve CO,-hidrataz aktivitesi CA-I izoenziminin

%5 kadardir [32, 33].

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin memelilerdeki molekiil agirliklari, 28.000 dalton,
bitki kloroplastlarindan elde edilen ve hegzamerik bir yapiya sahip olan CA’nin ise 180.000
dalton oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira, insan bobreginde hiicre zarina baglh 66.000
dalton molekiil agirliginda ve yine tavsan eritrositlerinde 54.000 dalton molekiil agirliginda,

karbonik anhidraz aktivitesine sahip proteinlere rastlanmistir [34, 35].
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Sekil 1.2 Karbonik anhidraz izoenzimlerinin katalitik bolgeleri (His 94, His 96, His 119) [36]

1.1.4. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Son 20 yildir CA enzimini katalitik mekanizmasini1 aydinlatmay1 amaglayan ¢aligsmalar
yapilmigtir. Bu caligmalarla elde edilen sonuglara gore, CA enziminin metabolizmada son
derece Onemli gorevleri olmasi, ¢dzelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda
aktivitesini kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi gibi avantajli 6zelliklere sahip oldugu
anlagilmistir. Aktif bolgede Zn™ iyonu ve ona bagl bir hidroksil grubu ihtiva etmektedir.
Aktif bolge yakinindaki amino asitler, proton verici ve proton gradienti olusturacak sekilde

diizenlenmistir.

CA enziminin reaksiyonlar1 katalizinde, Zn™* iyonunun biiyiik 6nemi vardir. Yapilan
X-ray kristalografi sonuglari, metal iyonunun bir H,O veya OH" iyonu ve {i¢ histidin rezidiisii
(His 94, His 96, His 119) tarafindan koordine edilen, aktif bolgedeki 15 A° derinligindeki bir
yarigin tabaninda oldugunu gdstermektedir. Cinko bagli H>O, Glu106’nin karboksilat grubuna

sirasiyla koprii olusturan Thr199’un hidroksil grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri sonucu



tutunmaktadir. Bu etkilesimler, ¢inko bagli su molekiiliiniin niikleofilitesini arttirmakta ve
molekiil niikleofilik atak igin uygun yerdeki CO,’ e dogru hareket etmektedir [1]. Zn"
iyonuna hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur (Sekil 1.3-A). Enzimin
aktif formu, giiclii niikleofilik yapisiyla CO, molekiiliine saldirir (Sekil 1.3-B). Bu da, Zn"™
iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olugmasini saglar (Sekil 1.3-C). Daha sonra, HCO5’
iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirir ve ¢ozeltiye geger. Bunun sonucunda, Zn'? iyonuna su
molekiilii baglanir ve bu da Sekil 1.3-D ‘de goriildiigli gibi enzimin asit formuna doniismesini

saglar [37].

OH OH
+CO,

+2

Zn\ Zn\
His o4 ’ His 119 His /’ His
Flis o 94 Fis o 119
(A) (B)
-BH' || B
+ H 0
OH, /
\O+ C 7
/ ‘Zn\ / Zn+2 ’
His o4 His ¢¢ His 119 His g4 ILS o His 119
(D) (©)

Sekil 1.3 CA enziminin CO»-hidratasyon reaksiyonunu kataliz mekanizmasinin sematik

gosterilisi [4].



1.1.5. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Iki ana karbonik anhidraz inhibitér smifi bulunmaktadir; metalle kompleks yapan

anyonlar ve aromatik-heteroaromatik siilfonamidlerdir [38].

Karbonik anhidrazin en giicli inhibitdrleri aromatik ve heteroaromatik
stilfonamidlerdir. Siilfonamidler R-SO,NH, kimyasal yapisina sahiptir. Bu formiildeki R
grubu, genellikle aromatik veya heteroaromatik halka sistemidir. Siilfonamidlerin en ¢arpici
ozelliklerinden birisi:

R-SO,NH, =<—— R-SO,NH +H "

denklemine gore kolaylikla iyonik yap1 kazanmaktadirlar. Bu 6zelligi, CA enzimi {izerine
inhibisyon etkisi i¢in son derece dnemlidir. Siilfonamidlerin bu hidrofilik bolgesine ilaveten,
aromatik ve heteroaromatik hidrofobik boélgelere sahiptir. Siilfonamidlerin enzimle
etkilesmesi, Oncelikle R-SO,NH" bilesigindeki N atomunun CA enziminin aktif bolgesinde
bulunan Zn" ile iyonik baglanmasi ile olurken, ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle

inhibitdriin enzime baglanmasi ile bu etkilesme tamamlanmis olur [39, 40].

Karbonik anhidraz izoenzimleri katalitik aktivitelerindeki farklilar1 gibi inhibitorlere

olan ilgileride faklilik gostermektedir (Cizelge 1.2.).

Hastaliklarin tedavi ve teshisinde, CA inhibitorlerinin 6nemi, Glaucoma hastalig
tedavisi i¢in CA enzimi lizerinde yapilan inhibisyon calismalariyla ortaya c¢ikarilmistir. Bu
caligmalarda, CA enziminin kataliz mekanizmalariin aydinlatilmasinin yani sira, bu enzimin
dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlar1 anlagilmis, bunun sonucunda da CA
enziminin inhibitorleri ve aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu calismalarda
cok cesitli CA enzimi inhibitdrleri sentezlenmis ve bu inhibitdrler basta Glaucoma tedavisinde
ilag, antitimdr, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon
tomografisi (PET) ve manyetik rezonans (MRI) belirlenmesinde diagnostik teshis materyali,
antililser, ditiretik ilaglarin gelistirilmesinde yol gosterici olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple,
CA enziminin inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi ¢ok
bliylik 6nem kazanmustir. Farkli CA izoenzimlerinin aktivitelerinin temel prosesinin

anlasilmasi, yeni ilaglarin ve tedavi araglarinin gelistirilmesine firsat vermektedir [22, 41].



Cizelge 1.2 a-CA’lar, CO, hidratasyon aktiviteleri ve siilfonamide olan ilgileri [22].

Izoform Katalitik Aktivite Siilfonamide Ilgisi
CA1 Diistik-Orta Orta
CAll Yiiksek Cok Yiiksek
CA 111 Cok Diisiik Cok Diistik
CA 1V Yiiksek Yiiksek
CA VA Orta Yiiksek
CA VB Yiiksek Yiiksek
CA VI Orta Orta-Diistik
CA VII Yiiksek Cok Yiiksek
CAIX Yiiksek Yiiksek
CA XII Diisiik-Orta Yiiksek
CA X1II Diisiik-Orta(fare) Yiiksek
CA XIV Diisiik(Insan) / Yiiksek(Fare) Yiiksek (Insan)

1.1.6. Karbonik Anhidraz II izoenzimi

CA 1II 29,3 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. CA II geni kromozom 8’de lokalize
olmustur ve 17 kb uzunlugundadir. Insan CA II geninin protein kodlayan bélgesi insan CA 1

ve CA 1II ile %64-65 benzerlik gostermektedir. Bu durumun gen duplikasyonlar1 sonucu

olustugu diisiiniilmektedir.

Sekil 1.4 HCAII enziminin aktif bolgesi [42, 43].




CA 1II ilk olarak sigir erirositlerinde bulunmustur [1]. CA II izoenzimler arasinda en
hizl1 olanidir, insan doku ve organlarinda yaygin olarak rastlanmaktadir. Sindirim sistemi dig
salg1 bezlerinde bikarbonat salgisi olusumuna katildig1 diisiiniilmektedir. Mide de, gastrik
mukozanin yiizeyindeki epitelyal ve periyatel hiicrelerde ekspre olur ve gastrik sivinin
asiditesinin diizenlenmesinde gorev alir. Onikiparmak bagirsagi, ince bagirsagin iist ve alt

yarist, kor bagirsak, rectum da ve Brunner bezlerinde ekspre olmaktadir.

Mide ve onikiparmak bagirsagi yilizey epitelyal hiicreler, HCO3 iceren mukus tabakasi
olusturmak i¢in mukus ve bikarbonat salgilar. Boylece epitelyumu ¢evirir ve onu sindirimden
korur. CA 1II karaciger hepotositlerinde ve safra kanali epitel hiicrelerinde varligi
gosterilmistir. Pankreasta, kanal epitelyal hiicrelerinde immiinohistokimyasal olarak gdézlenen
CA 1I pozitif sinyallerine rastlanmistir. Bobrek tiibuler hiicrelerinde ve iiriner asidifikasyona

dagildigi, bobrek toplama kanallarinda ekspre olur.

Yukarida anlatilanlara ilave olarak CA II merkezi sinir sistemi, insan adrenal ve
pitlitrin bezleri, akciger alveollerini astarlayan epitel hiicreleri, insan plasenta, cenin
membranlari, lireme sisteminin birgok dokusu ve osteoklast gibi bir¢ok farkli doku ve organda
ekspre olur. CA II hiicreler aras1 pH ve Ca®” seviyesini diizenleyerek osteoklast faklilasmasi

ve kemik emiliminde gorev alir. Ayrica in vitro osteoklast olusumu i¢in gereklidir [17, 18].

CA 1I, choroid plexus (goziin damar tabakasinin arka pargasindaki sinir agi)’da
iretilen sivinin pH’in1 diizenler ve gozdeki humor akoziin olusumuna katilir. HCAII
izoenzimi humor akéziin olusumuna katilmasi ile glaucoma hastalifinda etkisi olan bir
enzimdir. Glaucoma, goz ici s1vi kanallarmin kismen ya da tamamen tikanmasi sonucu, goz
ici basincinin anormal boyutlarda yilikselmesiyle olusur. Basincin bu derece artmasi retina ve
optik sinirlere zarar vererek doniisiimsiiz korliige neden olabilmektedir. G6z i¢i basincinin

yegane kontrol noktasi, g6z i¢i s1vist yani humor akézdiir [17, 19, 20].

Humor akoz seffaf ve in vivo olarak incelenebilen, goz ici basincinin saglanmasinda,
lens ve korneanin beslenme ve metabolik faaliyetlerinde biiyiik rol oynamaktadir. igerisinde
bircok metabolik materyal bulunur. Komsu dokularin metabolizmasinda oldugu kadar, ak6ziin
kendisine ait baz1 6nemli fonksiyonlarin goriilmesinde de Onemli rol alir. G6z igi sivisi

(humor akéz) yiiksek miktarda Na', CI', laktat ve askorbat ile birlikte HCO; iyonlarmi da
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icerir. Glukoz miktar1 sadece kornea ve lens metabolizmasi i¢in gerekli oldugundan

plazmadakinden daha azdir.

Humor ako6z bosaltim kanallarinin tikanmasi ile humor akoz arka kamarada birikmeye
baslar. Artan osmotik basinci azaltmak amaciyla plazmadan arka kamaraya su salgilanmaya
baglar. Osmotik basing dengeye gelirken, goz kiiresinin ¢eperlerine uygulanan goz i¢i basing
artar. Basincin yiiksek degerlere ulastiginda g6z kiiresinin arkasinda bulunan optik sinirlerde

atrofi meydana gelir ve goriintii kayiplar1 baglar.

Humor akoziin salgilanmasinda CA enzimi, HCO3™ iyonu birikimini sagladigindan,
uyarici bir etkisi vardir. Bu enzimin inhibisyonu sonucu goz i¢i sivisinin salgilanma orani
yaklagik yar1 yartya azalmakta, g6z igerisindeki osmotik basing ve dolayisiyla gz i¢i basinci
kontrol altinda tutulabilir. Bu bilgiler 1s18inda karbonik anhidraz inhibitorleri 40 yili agkin bir

siiredir Glaucoma hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir [19, 20].

1.1.7. HCAII Geninde Yonlendirilmis Mutagenez

Insan Karbonik anhidraz Il enziminin reaksiyon mekanizmasini agiklayabilmek igin
cok sayida arastirici tarafindan enzimde ¢esitli mutasyon ¢alismalar1 yapilmistir. 1988 yilinda
Forsman ve arkadaslar1 tarafindan HCAII enziminin CO; hidratasyonu i¢in Histidin 64
aminoasitinin gerekli olmadig1 ¢esitli mutasyon ¢alismalariyla tespit edilmistir. Bu ¢alismada
CO,-HCO7; doniisiimiinde HCAII’de Histidin 64 aminoasitinin énemli bir proton transfer
vektorii oldugu hipotezini test etmek i¢in Histidin 64 aminoasiti yonlendirilmis mutagenez ile
lizin, glutamin, glutamik asit ve alanin aminoasitlerine doniistiirilmiistiir. Yapilan

mutasyonlar sonucu enzim yiiksek CO, hidratasyon aktivitesi gostermistir [44].

1989 yilinda Tu ve arkadaslar1 HCAII enziminin katalitik mekanizmasinda proton
transfer grup olan Histidin 64 aminoasitinin roliinii agiklamak amaciyla enzimde
yonlendirilmis mutagenez ile Histidin 64’ti Alanin aminoasitine doniistiirmiislerdir. Bu
mutasyon sonucunda enzimin katalizledigi CO,-HCO'; dontisiimii pH 7’den biiyiik oldugu
durumda degismemistir. Ayrica yabani tip enzim Cu”*’nin mikromolar diizeyde uygulanan
konsantrasyonu ile inhibe olurken, mutant enzim bu konsantrasyondan etkilenmemektedir.

Olusturulan mutasyonun aktif bolge ile reaksiyon tamponu arasindaki proton transfer oranini
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etkiledigi tespit edilmistir. Ayrica enzimde aktif bolge ile tampon arasindaki proton

transferinin, tampon igeriginin kimyasal yapisina bagli oldugu tespit edilmistir [45].

1991 yilinda Fransson ve arkadaglari prolin isomeraz varliginda HCAII enziminin
yeniden aktivite kazanmasindan yola ¢ikarak mutant enzimler iizerinde prolin izomerazin
roliinii aragtirmiglardir. Enzimin reaktivasyon prosesinde prolin izomerazlarin rolii
mutasyonlar olusturularak arastirilmistir.  Prolin  202°nin  Asparajin amino asitine
dontstiiriilmesiyle olusturulan mutant enzimde prolin izomerazin varliginda ve yoklugunda

mutant enzim yabani tip enzim gibi davranmustir [46].

Freskgard ve arkadaslart HCAII enziminin polipeptid zincirin C-terminal bdlgenin
katlanma prosesini arastirmiglardir. Kunkel metodu kullanilarak [47] mutasyonlar
olusturulmustur. Sonugta proteinin i¢inde yer alan B zincirinin ¢ok hizli bir sekilde yapi

kazandig1 bulunmustur [48].

1992 yilinda Engstrand ve arkadaslar1 HCAII enziminde proton transferinde rolii olan
Histidin 64’1 Lizin, Alanin ve Glutamik asit aminoasitlerine degistirmislerdir. Cesitli
tamponlarda ve pH araliklarinda mutant enzimlerin CO; hidratasyon aktiviteleri dl¢tilmiistiir

[49].

1992 yilinda Taoka ve arkadaslart HCAII enziminin katalitik aktivitesi tizerindeki
etkisini aragtirmak i¢in hidrofobik aminoasit olan Losin198 ve Losin204 aminoasitlerini
yonlendirilmis mutagenez ile Fenilalanin198 ve Glutamik asit 204 aminoasitlerine
degistirilmistir. Mutant enzimlerin CO, hidratasyon aktiviteleri ve 4-nitrofenil asetat hidroliz

aktiviteleri yabani tip enzim ile karsilastirildiginda diisiik sonuglar elde edilmistir [S0].

1994 yilinda Xue ve arkadaslart HCAIl enziminde yonlendirilmis mutagenez ile
Histidin 94’1 Glutamik asit aminoasitine degistirmislerdir. HCAII enzimin aktif bdlgesinde
ti¢ histidin aminoasiti yer almaktadir (His64, His94, His 119). Bu ¢alismada His94’iin se¢ilme
sebebi diger iki histidin amino asitine gore daha yiiksek ylizey ulasilabilirligi vardir ve bu
pozisyon proteinin yapisinda ¢ok biiyiik bir degisiklige neden olmaksizin degistirilebilir.
Olduk¢a siki bir sekilde korunmus ¢inko ligandlardan olan His94’iin Glutamik asite
dontistimii ¢ok kiiciik yapisal degisime sebep olmustur. Ayrica ¢inko iyonu ile Glutamik

asit94 etkilesimde bulunmustur ancak ilgisinin oldukca diisiik oldugu tespit edilmistir. [51].
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1994 vyilinda Ippolito ve arkadaslar1 HCAII enziminde Histidin94 aminoasitini

Aspartik asit aminoasiti ile degistirmislerdir. Mutant enzimin kristal yapist incelenmistir [52].

1995 yilinda Lesburg ve arkadaslart HCAII aktif bolgesinde ¢inko iyonu ile koordineli
olan Histidin 94 ve Histidin 119’u Asparajin ve Glutamin aminoasitleri ile degistirmislerdir.
Elde edilen mutantlarin yapisal ve fonksiyonel analizleri yapilmistir. Mutant enzimlerin X-

Ray kristilografisi yapilmistir [53].

1997 yilinda Hammarstrom ve arkadaslar1 3. B zincirde yer alan Asparajin 67
aminoasitini Sistein amino asitine degistirmisler ve 7. B zincirde yer alan Sistein206 amino
asitini plirin prob i¢in baglanma bolgesi olarak kullanilmistir. N67C/C206 mutant enzimi
spesifik enzimatik aktivitesi yabani tip enzim ile karsilastirllmistir. Sonucta %88 enzimatik

spesifik aktivitenin yabani tip enzim ile ayni oldugu tespit edilmistir [54].

2000 yilinda Doyon ve arkadaslari HCAII enziminde Fenilalanin131 aminoasitini
Valin aminoasiti ile degistirmisler ve floroaromatik inhibitorlerin mutant enzim iizerindeki

etkisini incelemislerdir [55].

2000 yilinda Vince ve arkadaslar1 HCAII’'nin amino terminal bolgesinde CI/HCO;5
anyon degistiren baglanma bolgesinin lokalizasyonu arastirmislar ve AE1 baglanma

bolegesinin CAIl’nin ilk 17 residiisiinde yer aldigini tespit etmislerdir [56].

2001 yilinda Huber ve arkadaslari tarafindan HCAII'nin 7 farkli pozisyonunda
yoOnlendirilmis mutagenez yapilmistir. 7 farkli pozisyondaki aminoasitler sistein aminoasitine
dontstiiriilmiistiir. Mutant proteinlerin yapisal analizleri isaretleme metodu ile yapilmigtir

[57].

2002 yilinda Huang ve arkadaslar1i HCAII’de Kunkel metodu ile T199P/C206S
mutasyonu olusturmuslardir. Bu mutasyonlarin yapi-fonksiyona bagli mekanizmaya etkisini
arastirmiglardir. Mutant enzimin aktivitesinde diisiis gozlemislerdir. Substrat olarak
bikarbonat, inhibitor olarak tiyosiyanat ve B-merkaptoetanol kullanarak mutant enzimin X-ray

kristolografik yapis1 belirlenmistir [58].
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2003 yilinda Elder ve arkadaglar1 proton transferinde énemli olan His64 aminoasiti
Alanin amino asitine degistirilmistir. Ayrica H64A-C206S mutasyonu tagiyan plasmid
kullanilarak Triptofan 5, Asparajin 62, Isolésin 91 ve Fenilalanin 131 Sistein aminoasitlerine
degistirilmistir. Modifiye edilmis Sistein 131,modifye edilmemis mutasyon tagiyan Sitein 131
iceren enzimle Kkarsilasgtirildiginda proton transferinde artma gozlenmistir. Diger

pozisyonlardaki degismler CO; hidratasyon oraninin degigsmesine neden olmustur [59].

2005 yilinda Elder ve arkadaglar1 proton transferinde énemli olan His64 aminoasiti

Alanin amino asitine degistirerek 4-methylimidazole ile kataliz aktive edilmistir [60].

1.2. Mutagenez Teknikleri

Molekiiler genetik tekniklerin ilerlemesiyle, ilgili protein ve genin ii¢ boyutlu
yapisinin ve fonksiyonel aminoasitlerinin aydinlatilmasi i¢in protein miihendisligi denilen
yeni bir alt dal dogmustur. Buna gore fonksiyonel ve yapisal dneme sahip aminoasitlerin
aydinlatilmasinda DNA dizisi bilinen gen {izerinde degisiklikler yani mutasyonlar yapilmasi
ve fonksiyonel olarak mutant proteinin aydinlatilmasi miimkiin hale gelmistir. Mutagenez
olarak da adlandirilan bu teknikler, tesadiifii olarak bir defada sayis1 ve tam yeri belirsiz farkli
bolgeleride kapsayan rastgele mutagenez teknikleri ve sadece belirli hedef aminoasitlerin
delesyonu, insersiyonu ve degimisini ifade eden yonlendirilmis mutagenez teknikleri olarak

ikiye ayrilabilir.

1.2.1. Rastgele Mutagenez Teknikleri

Rastgele mutagenez teknikleri kullanilarak plazmitte herhangi bir yere mutasyon
yerlestirilir. Rastgele metodlar klonlanmis DNA dizisinde genlerin lokasyonunun
belirlenmesinde, genel fonksiyonlarin sinirlarinin tanimlanmasinda ve basit genetik se¢imin
saglanabildigi amagclar i¢in kullanilirlar. Rastgele mutagenez, belirli DNA dizisi tarafindan
kodlanan, fonksiyonu hakkinda bilgilerin az oldugu durumlarda ilk basamak olarak kullanilir.
Rasgele olusturulan mutantlarin analizleri genellikle sadece fonksiyonel bolge hakkinda basit
bilgiler saglar. Molekiiler seviyede nasil ¢alistigini agiklamaz. Boyle bir stratejinin degeri
biiyiik bir DNA dizisindeki bolgeden daha sonra detayli sekilde aydinlatilacak kiigiik bir

bolgeyi ¢alismak i¢in 6n basamak olmasidir.
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In vitro mutagenez prosediirlerinin birgogu temelde ayni basit plani izler; (i)Plazmit
DNA’da ilgilenilen bolgede mutasyon, (ii))Mutasyona ugratilmis plazmitin kompetant hiicreye

transformasyonu, (iii) Mutant plazmiti iceren kolonilerin ayrilmasi [61]

Amp* .
j?_::::Q Plasmid DNA
Ilgilenilen f‘?-“-“.“:_ o
gen bdlgesi In vitro mutagenez
L
G0 T, A
a1 T ) v
B = -
_ E.coli’ye transformasyon
Mutasyonlar ! ve koloni se¢imi
Plasmid DNA
- izolasyonu
Tim ) \
kolonilerin = ¥ )
kiiltiirti . /) Mutant plasmid
Plasmid DNA f
Izolasyonu ! Fonksiyon testleri
Rt Tl ot
P N Mutant plasmid
Tt U 4/ | ktliphanesi
N o
E.coli’ye

I transformasyon

Fonksiyon testleri

Sekil 1.5 In vitro mutagenezin temel basamaklar1 [61].
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Restriksiyon Endoniikleaz bolgeleri mutasyon olusturabilmek i¢in gen dizisine basit
giris saglar. Klonlanmig DNA ile yapilan ilk deneylerden biri, farkli enzimlerin kullanilarak
yapilmis olan restriksiyon kesim bdlgelerinin haritalanmasidir. Restriksiyon Endoniikleaz
kesim bolgeleri, in vitro da DNA’y1 modifiye etmede kolaylik saglar. Plazmit DNA’sin1
spesifik olarak tek bir noktadan taniyarak kesen restriksiyon enzimi kullanilarak, plazmit
DNA’s1 lineer hale getirilebilir. Bdylece restriksiyon kesim bdlgeleri civarinda, DNA’y1
modifiye etmek i¢in giris saglanmis olur. Baz1 restriksiyon enzimleri hedef DNA ‘da gentik
olusturma yetenegine sahiptir. Restriksiyon enzimleri ile olusturulan wuglar, yeni
diizenlemerden sonra tekrar ligaz enzimleri ile birlestirilebilir. Uclar1 birlestirme
yontemlerinden biri ticari olarak elde edilebilen, siklikla bir restriksiyon bolgesini kodlayan
sentetik oligoniikleotidlerin kullanilmasidir. Linkerlar yeni restriksiyon kesim bdlgeleri
olusturmak i¢in kullanilabilir. Linker’in insersiyonu gen dizisini bozar. Linker’in yeri,

plazmitte restriksiyon enzimi uygulamasi ile belirlenebilir [62].

DNA’y1 modifiye etmenin basit yollarindan biri de kimyasallarin kullanimidir. Genel
strateji; plazmit DNA veya DNA parcalar1 kimyasallarla muamele edilir, mutasyona ugrayan
plazmidler E.coli ‘ye transforme edilir ve mutant plazmitler ¢ogalarak mutant plazmit
kiitiiphanesini olusturur. /n vitro mutagenezde yaygin olarak kullanilan kimyasal madde
sodyum bisiilfittir. Sodyum bistilfit Sitozin bazlarin1 Urasil bazlarina doniistiiriir. Sonugcta

yabani tipteki C-G baz ¢ifti T-A baz ¢iftine donilismiis olur.

Rastgele mutagenez yontemlerinin avantaji seri mutasyonlar olusturarak genin
fonksiyonel ve yapisal 6nemi agiklanabilir. Ancak simdiye kadar anlatilan rastgele mutasyon
yontemlerinin genel problemi birden fazla degisim ile mutasyon olusturmasidir. Tek mutantta
gozlenen birden fazla degisim, mutantta gozlenen O6zelliklerin yorumlanmasinda zorluk

yaratir. Ciinkii hangi degisimin buna neden oldugu acik degildir.

1.2.2. Oligoniikleotid-Yonlendirilmis Mutagenez Teknikleri

Yonlendirilmis  mutagenez, istenilen  bolgeye tam  olarak  mutasyonun
yerlestirilmesidir. Bu yontem ile spesifik DNA dizilerin rolii tam olarak tanimlanabilmektedir.
Yonlendirilmis mutagenez, protein yapi-islev iligkilerinin incelenmesi ve protein
mihendisliginde kullanilan giiglii bir aragtir. Bu ydntem arastiricilara proteinin yapisinda

spesifik degisimler yapabilmeyi saglar. Protein yapi-fonksiyon iliskilerinin aydinlatilmasi,
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molekiiller —arast boélgelerin  tanimlanmasi, aminoasitlerin  fonksiyonel Oneminin

aydinlatilmasina olanak saglamaktadir.

Bir proteinin islevi, aktif {igiinciil yapis1 yada diger biyolojik molekiillerle olan
etkilesiminin anlasilmasinda bu teknikten yararlanilabilmektedir. Ayrica, yeni 6zellikteki bir
enzimin olusturulmasinda bu yontem siklikla kullanilmaktadir. Yonlendirilmis mutagenez,
protein-yap1 islev iliskisi’nin incelenmesinden baska gen ekspresyonunu etkileyen faktorlerin
anlasilmasinda, vektor modifikasyonlarinda ve bulasici hastaliklar, kanser gibi baz1 kompleks

mekanizmalar hakkinda bilgiye ulasmada basvurulmaktadir [63, 64, 65].

In vitro’da yonlendirilmis mutantlar1 olusturmak i¢in ¢cok sayida strateji gelistirilmistir
ancak giliniimlizde yonlendirilmis mutagenez en iyi sekilde sentetik oligoniikleotidler
kullanildiginda basarilmistir. Oligoniikleotidler ile yabani tipteki c¢atida istenilen dizi basit bir
sekilde olusturulur. Giiniimiizde sentetik oligoniikleotidlerin saglanmasi ucuz ve kolaydir.
Oligoniikleotid-yonlendirilmis mutagenez reaksiyonlari dogru sonuglar vermektedir [61, 65,

66].

Calisilacak gen sekansi biliniyorsa, gen i¢cinde tam olarak istenilen bolgede mutasyon
olusturulabilir. Yabani sekanstan farkli olarak, istenilen mutasyonu tasiyan kisa

oligoniikleotidler kimyasal olarak sentezlenir.

Dut-Ung metodu olarak bilinen oligoniikleotid mutagenez yontemi ilk kez Kunkel
tarafindan 1987 yilinda ortaya atilmistir. 1993 yilinda Kimya alaninda Nobel 6diilii Karry B.
Mullis, Michael Smith’e verilmistir. Smith PCR metodunu icat etmis, olgoniikleotid-
yonlendirilmis yontemini kurmus ve bdylece protein caligmalarini  gelistirmistir.
Yonlendirilmis mutagenez protein fonksiyon caligmalarinda genis olarak kullanilmaktadir

[61, 67].

Dut-Ung veya Kunkel metodu olarak bilinen ydnlendirilmis mutagenez yonteminde
dUTPase (dut-) ve Urasil N-glikozilaz (ung-) enzimlerini igermeyen bir E.coli hiicresinde
DNA kalib1 biiyiitiiliir. Dut geni dUTP’yi degrede eden dUTPaz enzimini kodlar. Ung geni ise
DNA’da Urasil bazini1 uzaklastiran N-glikozilaz enzimini kodlar. Boylece E.coli hiicresinde
DNA’da Timin yerine Urasil yerlestirilir. Mutajenik bir durum degildir ve bu hata

diizeltilmez. Mutant oligontikleotit, kalip DNA ile in vitro olarak baglanir. DNA polimeraz ve
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dNTP’ler ortama eklenir. Ancak ortama dUTP eklenmez. Ligasyondan sonra heterodubleks
DNA molekiilii ung+ E.coli soyuna transforme edilir. Yabani tip zincir replike olamadan
urasil deglikozidaz enzimi ile degrede olur. Mutant diziyi tastyan zincir urasil igermediginden
enzim tarafindan degrede olmaz ve cogaltilir. Bu prosediir sonunda olusan kolonilerden

%50’den fazlas1 mutant plazmiti igerir [47, 63].

Gilintimiizde ek klonlama islemi gerektirmeyen, baglangi¢ materyali olarak tek zincirli
DNA’ya olan gereksinimi ortadan kaldiran yeni stratejiler gelistirilmistir. Oligoniikleotid-

Yonlendirilmis Mutagenez teknigi kisaca su basamaklardan olusur;

1) PCR kosullarinda mutasyonu tagiyan sentetik oligoniikleotidler plazmit DNA ‘ya

baglanir.

2) Plazmid replike olur. Mutant diziyi tasiyan plasmitler ile yabani diziyi tasiyan
plazmitler Dpn I enzimi ile muamele edilir. Dpnl enzimi metilenmis DNA’ya
spesifiktir ve metilenmis yabani tip plazmiti keser. In vitro olusan mutant plazmiti

kesmez.

3) Mutant plazmit konakgi hiicreye, ¢entiklerin tamamlanmasi i¢in transforme edilir.

1.3. Prokaryotlarda Rekombinant Protein Ekspresyon Sistemleri

Prokaryot ekspresyon sistemleri ekspresyonun daha ucuz ve ekonomik olmasindan
dolay1 ilk tercih edilen sitemlerdir. Ekspre edilen proteinin kompleks post translasyonel
modifikasyonlar1 gerekli degilse prokaryot ekspresyon sistemleri kullanilir. Rekombinant
ekspresyon sisteminin olusturulmasinda c¢ok sayida elementin merkezi 6nemi vardir.
Ekspresyonda ekspre edilecek geni tasiyan plasmid uygun bir sistemde tesvik edilir.

Ekspresyonu etkileyen ¢ok sayida parametre vardir. Bunlar asagidaki gibi 6zetlenebilir.

Ekspresyon vektoriiniin secimi: Cok farkli ekspresyon sitemleri olsa da ekspresyon
plasmidi replikasyon orjini (ori), antibiyotik direng¢ geni, transkripsiyon promoterlari,
translasyon baglangi¢ bolgeleri (TIR) ve transkripsiyon-translasyon sonlanma bolgeleri gibi

genetik elementleri igermelidir [68-74].
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Plasmidin replikon bdlgesi replikasyon orjini ve bazi durumlarda cis-acting element
(promoter) igerir. Rekombinant protein ekspresyonunda, ColE1 ve p51A replikonlar ile
cogaltilan plasmid vektorler kullanilir. Plasmidin kopya sayis1 replikasyon orjini tarafindan
kontrol edilir. ColE1 replikonu, kopya sayis1 15-20 olan pBR322’den veya kopya sayis1 500-
700 olan pUC plasmid ailelerinden kdken alan modern ekspresyon plasmidlerinde yer alir.
pS1A replikonu ise kopya sayist 10-12 olan pACYC184 plasmidinden koken alan modern
ekspresyon plasmidlerinde yer alir. Bu ¢ok kopyali plasmidler kararli olarak ¢ogalirlar ve
secgici sartlarda korunurlar. Aymi hiicre igerisinde iki plasmidin kararli olarak kalamamasi
plasmid uyusmazligi olarak tanimlanir. ColE1 ve p51A replikonlari igeren plasmidler birlikte

ekspresyon yapmak amaciyla kullanilabilir [68].

Rekombinant ekspresyon plasmitlerindeki en yaygin ilag direng genleri ampisilin,
kanamisin, kloromfenikol ve tetrasikline kars1 etkilidir. Direng genleri plasmidler i¢in segici
bir 6zellik saglar. Plasmidin ampisiline kars1 direnci bla genindeki B-laktamazin ekspresyonu
ile basarilir. Bu enzim ampisilin antibiyotigindeki B-laktam halkasinin hidrolizini katalizler.
Kiiltiir ortaminda bulunan ampisilin B-laktamaz enzimi ile degrede edilir, bu durum ampsilin
diren¢ geni igeren plasmidler i¢in secici bir 6zelliktir. Kanamisin antibiyotigi periplazmaya
salgilanan aminoglikozit fosfotransferaz enzimi ile inaktive edilir. Kloromfenikol antibiyotigi
ise cat geni lrlinii olan kloromfenikol asetil transferaz enzimi ile inaktive edilir. Cesitli genler

tetrasiklin antibiyotigine direng 6zelligi saglar[68].

Rekombinant ekspresyon plasmidi yiiksek seviyede gen ekspresyonunu kontrol eden
giiclii bir transkripsiyonel promoter icermelidir. Indiikleyici yoklugunda bazal transkripsiyon
uygun bir represoriin varligi ile minimum seviyede tutulur. Bazal transkripsiyonun minumum
seviyede tutulmasi 6zellikle , hedeflenen ekspresyon hiicresel bir stres ile karsilastiginda ve
plasmid kayb1 gerceklestigi durumlarinda 6nemlidir. Promoter indiiklenmesi ya termal yada
kimyasal yolla olur ve en yaygin kullanilan indiikleyici ajan bir seker molekiilii olan

izopropil- B-D-tiyogalaktopiranozit (IPTG) tir.

Transkripsiyona ugrayan m-RNA’in translasyon baslangic bdlgesinden (TIR)
translasyona baslamasi i¢in Shine Dalgarno (SD) dizisini ve bir translasyon baslangi¢c kodonu
iceren bir ribozomal baglanma bdlgesine (RBS) ihtiyact vardir. SD dizisi baslangic
kodonundan 7+2 niikleotid yukarida olmalidir. Optimal translasyonun baglamasi

UAAGGAGG dizilis igeren shine dalgarnolu m-RNA’lardan elde edilir. Ribozom baglanma
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bolgesinin sekonder yapisi translasyonun baslamasi i¢in olduk¢a onemlidir ve etkinligi
yiiksek adenin ve timin varligiyla olur. Translasyonun baslangicinin etkinligi temelde
baslangi¢ kodonunu takip eden kodon tarafindan etkilenir ve adenin yiiksek seviyede ekspre

olan genlerde bolca bulunur.

Bir transkripsiyon terminatorii plasmidde hedef geni kodlayan dizinin alt bolgesinde
yer alir, replikasyon orjinine dogru transkripsiyonu ve plasmitteki ilgisiz promoterlari
onleyerek plasmit karaliligini artirir. Transkripsiyon terminatorleri 3 ucunda bir katlanma
olusturarak m-RNA’y1 kararli hale getirirler. Translasyon sonlanmasi E.coli’de UAA stop
kodonu araciligiyla olur. Translasyonun durdurulmasinin etkinliginin artig1 arka arkaya stop

kodonlar1 ekleyerek ve UAA stop kodonunu UAAU seklinde uzatarak basarilir.

E.coli Soylari: Rekombinant protein ekspresyonunda soyun genetik ozellikleri oldukca
onemlidir. Ekspresyon icin secilen soy dogal olarak zararli olan proteazlari igermemeli ve
ekspresyon sistemine uygun elementleri icermelidir. E.coli’'nin BL-21 soyu rekombinant
protein ekspresyonunda sahip oldugu ozellikleri acgisindan yaygin olarak kullanilir.
Genomunda T7 RNA polimeraz geni bulunur. IPTG ile tesvik edilebilir. BL-21 ompT ve Ion,
iki proteaz acisindan eksiktir [69-75].

mRNA kararligt Gen ekspresyonu esas olarak transkripsiyonun etkinligi, mRNA kararlilig
ve mRNA translasyonunun siklig1 ile belirlenir. Transkripsiyon ve translasyon, rekombinant
ekspresyon sistemlerindeki optimizasyonun esas konularidir. Bununla birlikte mRNA
transkriptinin kararliligi nadir olarak sdylenir. Gen ekspresyonu mRNA’nin bozulmasiyla
kontrol edilir. E.coli’"de mRNA’nmn 37°C’deki yarilanma 6mrii saniyelerle maksimum 20
dakika arasinda degismekte ve ekspresyon orani direk olarak mRNA’nin kararliligina
dayanmaktadir. mRNA’lar RNazIl ve PNPaz ekzoniikleazlari ve RNazE endoniikleaz
enzimleri ile degrede edili. mRNA’larin RNazlardan korunmasi RNA’larin katlanmast,
ribozomlar tarafindan korunmasi ve poliadenilasyon PAPI ve PAPII poliadenilasyon
polimerazlar tarafindan saglanir ve RNazIl ve PNPaz degrede edilir. RNazE geninde bir
mutasyon igeren zincirler (rnel31 mutasyonu) rekombinant ekspresyon sistemlerinde (BL-21
soyu) mRNA kararliliginin arttirilmasi i¢in gereklidir. Rekombinant ekspresyon sistemlerinde
mRNA’nin kontrolii istenilen bir durumdur. Etkili translasyon baslangici ve arkasindan
degredasyondan acilen ribozomal korunma mRNA’y1 kararli hale getirir. Bu engelleyici

sekonder yap1 elementlerinden yoksun ribozomal baglanma bdélgelerinin segilmesiyle
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basarilir. Hibrit kararli mRNA’lar ekzoniikleazlara kars1 bir bariyer gibi etkili 5° ve 3° ucu
kararl dizilerin getirilmesiyle saglanabilir. E.coli Fy ATPaz altbiriminin C-terminal bdlgesini
kodlayan bir mRNA dizisi yesil floresan proteini (GFP) kodlayan dizi ile birlestirilerek kararli
hale getirilebilir. Bunun yaninda /acZ ile olan fiizyonlar basarisiz olmustur ve bundan dolay1

GFP transkripti mRNA’nin koruyucu yapisal elementler saglamistir [68].

Nadir kodon engeli: Ayn1 kodonlar tiim organizmalarda ayni aminoasiti kodlar. E.coli’de
diger organizmalardan gelen dis kaynakli proteinlerin yiiksek seviyede ekspresyonunda,
ozellikle aminoasit veya yikli tRNA kisith oldugu i¢in translasyonda hata olusabilir.
E.coli’de kodon kullanimi1 sitoplazmadaki amino-asetillenmis tRNA’larin seviyesi ile
aydinlatilir. Biiyiik kodonlar yiiksek seviyede ekspre edilen genlerde bulunurken nadir ve az
kodonlar diistik seviyede ekspre olan genlerde bulunmaya egilimlidir. E.coli’de nadir olan
kodonlar bazen okaryotlar, archaeabacteriler ve farkli kodon sikliklar1 bulunan diger uzaktan
iligkili organizmalardaki heterolog genlerde siklikla bulunabilir. Nadir kodonlar1 igeren
genlerin ekspresyonlar1 translayonel hatalara sebep olabilir, aminoasitlerin birlestirilmesini
gerektiren pozisyonlardaki ribozomal durma kii¢iik kodon tRNA’lar1 birlestirir. Rekombinant
ekspresyon sistemlerdeki kodon problemleri ikili ve tigliiller gibi gruplarda nadir kodon
bulunduran transkriptler yiiksek miktarlarda birikince olduk¢a 6nemli olur. Nadir kodon
egiliminden kaynakli translasyonel hata mistranslasyonel aminoasit yer degistirmesi, ¢ergeve
kaymasi olaylar1 veya olgunlasmamis translasyonel sonlanmayi igerir. Kodon engeline care
bulmak igin iki alternatif strateji gelistirilmistir. Ilk yaklasim konakg1 sistemdeki tRNA
havuzunu yansitan kodonlarin jenerasyonu i¢in hedef dizinin yonlendirilmis mutagenezidir.
Bu yaklagim ekspresyon seviyelerini arttirmak i¢in ve mistranslasyonu hafifletmek igin
faydalidir. Mutagenez yaklagiminin oldukca etkili oldugu diisiiniilsede biyoteknolojide
oldukca zaman kaybettirir. Daha az zaman gerektiren metot ise ekspre edilen proteinle birlikte

ayni soydan gelen tRNA genlerinin birlikte ekspresyonu ile bu durum diizeltilebilir.[68].

Inkliizyon cisimciklerinin onlenmesi: Protein aktivitesi tam ii¢ boyutlu yap1 katlanmalarina
baghdir. Is1 soku gibi stres kosullar1 in vivo da protein katlanmalarini bozar ve inkliizyon
cisimleri olarak adlandirilan sekilsiz protein graniilerinin olusumuna neden olur.Su ana kadar
inklizyon cisimleri ve katlanma mekanizmalar1 hakkinda olduk¢a az bilgi bulunmaktadir.
Inkliizyon cisimleri, rekombinant proteinin yiiksek oranda ekspresyonu sirasinda, stres cevabi
olarak olusur. E.coli sitoplazmasindaki 200-300mg/mL miktarindaki protein konsantrasyonu,

rekombinant protein ekspresyonu sirasinda protein katlanmalari i¢in uygun olmayan bir ¢evre
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olusturur. Rekombinant ekspresyon sisteminde inkliizyon cisimlerinin olusumu in vivo da
protein kiimelesmesi ve ¢oziilmesi 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 [68].

Ekspresyon sirasinda stres: Rekombinant proteinin yiiksek seviyede ekspresyonu E.coli’de
bir stres cevabi olusturabilir. Is1 soku, aminoasit titkenmesi veya aglig1 gibi ¢evresel kosullar
stres cevaplarinin olusmasina neden olur. Plasmitin korunmasiyla tesvik edilen stres, bazen
plasmitin kopya sayist ile de ilgilidir, bunun yaninda ana problem plasmit tarafindan kodlanan
genlere ve pesinden ekspre edilen antibiyotik direng genleri gibi genlere baglanabilir. Bazi
proteinler konak¢1 hiicresel metabolizmasin1 enzimatik 6zellikleriyle direkt olarak etkiler,
genelde rekombinant proteinlerin ekspresyonu bir ‘metabolik yiikii’ tesvik eder. Bu metabolik
yiik, yabanci DNA ve ekspresyonu ile konak¢ir metabolizmasindan kullanilan kaynaklar (atik
maddeler-enerji) olarak tanimlanir. Genelde bir {iriin ekspre eden hiicrelerin spesifik biiyltime
hizlar1 rekombinant protein sentezi ile ters iligkilidir. Bu sebeple rekombinant proteinlerin
ekspresyonlar1 genelde biiylime hizlarii azaltir. Bu durum rekombinant protein ekspresyonu
gibi stres yaratan proteinlerin ekspresyonu ve artan solunum hizlar ile tesvik edilen yiiksek
enerji ihtiyacina karsi direk bir cevaptir. Kisith enerji durumlarinda hiicreler tarafindan
verilen cevap, enerji Uretimi i¢in alternatif yollar, enerji liretim enzimlerinin seviyelerinin
arttirilmas1 gibi oldukca karmasiktir. Rekombinant ekspresyonu yiiksek protein senteziyle
sonuglanir. Bunun yaninda rekombinant proteinin yiiksek seviyede ekspre olurken, protein
sentezindeki bilesenleri iceren house-keeping genlerin regiilasyonu azalir. Eger iirliin E.coli
proteininden koken almigsa, aminoasit agligi rekombinant protein ekspresyonu sirasinda
meydana gelebilir. Bu durumda cevap olarak, rekombinant genin ekspresyonunun yeniden
programlanmas: ve hiicresel transkripsiyon, translasyon ve aminoasit biyosentezinde gorev
alan genlerin biiyiik bir kisminin regiilasyonunun azaltilmasi ile gerceklesir. Rekombinant
proteinin ekspresyonu ile tesvik edilen strese karsi bir diger cevap hedef proteinin
proteolizinin in vivo’da artmasidir. Bu sorun, proteaz eksikligi olan konak¢1 soylar, 1s1 sokuna
hassas olmayan soylar, saperonla birlikte ekspresyon, proteaz inhibitorii birlikte ekspresyon
yapilarak Onlenebilir. Bu stratejiler konak¢r soyu degistirmeye yoneliktir. Diger stratejiler,
fiizyon protein teknolojisi, proteaz 6zgii bolgelerin yonlendirilmis mutagenezi veya sinyal
peptid ile kararli hale getirilmesidir. Rekombinant protein sentez sistemlerinde stres, spesifik

bir liriin sentezi gorevine hiicrelerin yavas adaptasyonu ile azaltilabilir. Bu genellikle kiiltiir
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ortamina indiikleyicinin seviyesini dereceli olarak arttirarak veya plasmid kopya sayisinin
yavas olarak arttirilmastyla basarilabilir. Istenilen kalitede ve miktarda rekombinant protein

elde edilmesini 6nleyen stres durumlarindan mutlaka kaginilmalidir [68].

Fiizyon protein teknolojisi: Rekombinant proteinlerin ekspresyonu ve saflastirilmasini
kolaylastirmak i¢in yliksek oranda fiizyon protein stratejisi gelistirilmistir. Flizyon veya
simerik proteinler, spesifik proteazlara tanima bolgesi ile, hedef proteine bagli olan genellikle
bir kuyruk, alict hiicrenin kararli bir proteinini igerir. Proteinin periplazmaya veya besiyeri
ortamina salgilanmasi istendiginde, protein alici proteazlari tarafindan degrede olmasini
engeller. Salgilama amagli, gerekli sinyalleri tagiyan bir protein hedef protein ile birlestirilir.
Bu yolla meydana gelen fiizyon protein, genellikle dogal protein gibi salgilanir. Cok sayida
flizyon c¢ifti, spesifik afinite saflastirma stratejileri ile saflastirilir. Saflagtirma sonrasi
kimyasal degredasyon yolu veya spesifik proteaz uygulamasi ile flizyon proteinler ayrilir.
Fiizyon proteinler in vivo da hiicreler arast proteolizi dnlemesi, kararliligi arttirmasi gibi

avantajli 6zelliklere sahiptir. Spesifik ekspresyon habercisi olarak kullanilabilir. [68].

Rekombinant proteinlerin sekresyonu Rekombinant olarak ekspre edilen proteinler
sitoplazmaya, periplazmaya veya kiiltiir ortamima salinirlar. Rekombinant proteinin farkli
hiicresel bolgelere salinmasi birgok avantaji ve dezavantaji beraberinde getirir. Uriin miktar
fazla oldugu i¢in rekombinant proteinin sitoplamada ekspresyonu tercih edilir. E.coli’de
distilfit bag1 olusumu Dsb sistemi ile periplazmada aktif olarak katalizlenir. Sitoplazmadaki
sisteinlerin azaltilmas1 tiyoredoksin ve glutoredoksin ile olur. Tiyoredoksin, tiyoredoksin
rediiktaz ve glutoredoksin, glutatyon tarafindan diisiik seviyede tutulur. Diisiik molekiiler
agirlikli glutatyon molekiilii, glutatyon rediiktaz ile azaltilir. Bu iki rediiktaz1 kodlayan #7xB
ve trxB/gor genlerinin aksamasi, E.coli sitoplazmasinda disiilfit bag1 olusumunu saglar. #7xB
(Novagen AD494) ve trxB/gor (Novagen Origami) genlerinden yoksun E.coli soylari bir¢ok
ekspresyon icin secilmektedir. Hedef proteinin katlanmasi ve disiilfit bagi olusumu
tiyoredoksin rediiktaz enzimi igermeyen E.coli soyunda tiyoredoksin fiizyon proteini ile
arttirilir.  Membranlar aras1 iletim, proteinin membrandaki spesifik bir tastyiciya
yonlendirilmesiyle, N-terminal sinyal peptidler tarfindan saglanir. Bir ¢ok protein i¢
membrant gegerek periplazmaya iyi bilinen Sec translokaz cisimcigi ile taginir. Potansiyel
tasinma icin siklikla kullanilan periplazmik lider diziler ompT, ompA, pelB, phoA, malE,

lamB ve B-laktamaz’dan koken almistir. [68].
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Yeni Ekspresyon Sistemleri: Cesitli uygulamalar i¢in dizayn edilmis ¢ok sayida ekspresyon
sistemleri vardir. 2003 yilinda E.coli ekspresyon sisteminde hazirlanmis olan protein data
bankasinda (PDB) proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin agiklanmasi i¢in yaklasik olarak %801
kullanilmigtir. T7 temelli olan pET ekspresyon sistemi rekombinant proteinlerin iiretiminde en
cok kullanilamidir (pET protein data bankasindaki proteinlerin %90°dan fazlasi i¢in
kullanilmistir.). APL/cI represdr ( ornek: invitrogen pLEX), Trc promoter (6rnek: Amersham
pTrc), Tac promoter (6rnek: Amersham pGEX) ve hibrit /lac/T5 (6rnek: Qiagen pQE)

promoterlarini kullanan sistemler en yayginlaridir [68].

PET Ekspresyon Sistemleri: 1990 ve 1991 yillarinda arastiricilar tarafindan gesitli ekspresyon
uygulamalarinda pET ekspresyon sistemi tanimlanmigstir. Gilinlimiizde 40 farkli pET
ekspresyon sistemini ticari olarak bulmak miimkiindiir. Sistem hibrit promoterlar, cok sayida
klonlama bolgesi, proteaz kesim bolgesi ve ¢ok sayida fakli ekspresyon amagli modifiye
edilmis genetik 6zellik igerir. Bu sistem ile ekspresyon yapabilmek i¢in, IPTG ile indiiklenen
lacUV5 promoter kontroliindeki T7 RNA polimeraz genini (bakteriyofaj T7 geni) kodlayan
DE3 faj dizisi igeren lizojenik bir E.coli soyu gereklidir. Lacl, lacUV5 promoterini baskilar
ve ekspresyon plasmitinde T7/lac hibrit promoter kodlanir. Lacl geni kopyasit E.coli
genomunda ve cesitli 6zellikteki pET plasmitlerinde bulunur. Yiiksek ekspresyon promoteri
mutant Lacl? iglev gordiigiinde zayif olarak eksprese olan Lacl geninin represyonu 10 kat
oraninda arttirilir. IPTG Lac represér proteinini baglanir ve represoriin Lac promotera
baglanmasini engeller. Boylece T7 RNA polimeraz geni serbest kalir ve T7 RNA polimeraz
enzimi sentezlenir. T7 promoter 20 niikleotid dizisinden olusur ve E.coli RNA polimerazlari
tarafindan taninmaz. T7 RNA polimeraz transkripsiyonu saniyede maksimum 230 niikleotid
seklinde gergeklesir. E.coli RNA polimerazlar1 (saniyede 50 niikleotid) ile karsilastirildiginda
5 kat daha hizhidir. pET ekspresyon plasmidinin protein ekspresyonu T7 RNA polimerazin

dogal inhibitorii olan, T7 lizozim enzimi varligiyla azalir [68, 75].
1.4. Protein Saflastirma Teknikleri
1.4.1. Afinite Kromotografisi
Afinite kromotografisi; bir biyolojik ligand (6rnegin; substrat, koenzim, hormon,

antikor, niikleik asit v.b.) veya onun sentetik bir analogu ile saflastirilmak istenen molekiil

iizerindeki komplementer baglama bolgesi arasindaki spesifik etkilesimi esas alan bir ¢esit
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adsorbsiyon kromotografisidir [76, 77]. Bu yontem ile bircok ayirma ve saflagtirma islemi
kisa siirede gerceklestirilebilir ve yiiksek verimde binlerce defa saflastirilmis bilesikler elde

edilmektedir [15].

Bu teknikte matriks denilen kat1 destek materyaline ligand ad1 verilen 6zel bir molekiil
immobilize edilir. Bu spesifik molekiil, saflastirilmak istenen materyale kars1 biyolojik ilgi

duyarak onu belirli bir kuvvette doniisiimlii bir sekilde baglamalidir.

Ligandin, uygun yontemlerle suda ¢oziinmeyen Sephadex ve Sepharose gibi kati
destek materyaline baglanarak hazirlanmasi sonucu olusturulan bir afinite kolonunda,
saflagtirilmast diisiiniilen bir molekiil karisimi gecirilirse sadece istenilen molekiil ligand
tarafindan kolonda tutulur. Istenmeyen biitiin safsizliklar, kolondan uygun bir tampon
gecirilerek uzaklastirilir. Kolonda tutulan ilgili molekiil, spesifik eliisyonla kolondan alinir.
Spesifik eliisyon, ilgili molekiile liganttan daha yiiksek afiniteye sahip madde i¢eren tampon
cozelti ile gerceklestirilir [78]. Bir afinite kromotografisi kolonunun ¢aligma prensibi Sekil

1.6’da sematik olarak gosterilmistir.

Uzanti1 kolu

[lgilenilen
protein

Sekil 1.6 Afinite kromotografisinin sematik gosterilisi [79].
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1.4.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Afinite Kromotografisi ile Saflastirilmasi

Karbonik anhidraz enziminin saflastirilmast icin en ¢ok kullanilan metod; afinite
kromotografisidir. Bu metotla hedef protein kisa zamanda ve tek basamakta yiiksek bir

verimle saflastirilarak elde edilmektedir [80].

CA enziminin afinite kromotografisi, ilk defa 1972 yilinda Falkbring ve arkadaslari
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu teknige yonelik calismalar 1974 yilinda Whitney, 1975
yilinda Wistrand ve arkadaglari, ayn1 y1l Osborne ve Tashian, 1976 yilinda Chanpagol ve ayni
yil1 takiben Johansen, 1977 yilinda Khalifah ve arkadaslari, 1980 yilinda Wistrand ve ayn1 y1l
Keha’'nin arastirmalarini takiben 1987 yilinda Kaul ve Mattiasson, 1995 yilinda Arslan ve
arkadaslari, 2000 yilinda Demir ve arkadaglarinin arastirmalari ile devam etmistir [81, 82].
Chanpagnol disinda diger arastirmacilar ligand olarak benzen siilfonamid tiirevleri,
Chanpagol ise bir heteroaromatik siilfonamid bilesigi olan asetazolamidi kullanmistir [15, 83].
Ozensoy ve ark. 2004 yilinda Eupergit C-250 L polimer materyalinin aktif oksiran gruplarina,
karbonik anhidrazin gii¢lii inhibitorii olan p-aminobenzensiilfonamid baglanmistir [84].
Literatiirde, C-250 L polimer bilesigi kulanilarak afinite kromatografisi iizerine ¢ok sayida

caligsma bulunmaktadir [85, 86].

1.5. Amag

Bu c¢aligmada temel hedefimiz giris bolimiinde belirtildigi gibi HCAII enziminin
siilffonamidlere karsi ilgisinin arttirilmasidir. Bu amagla enzimin aktif bolge g¢evresinde
bulunan Hidrofil aminoasit Asparajin 67, Hidrofob aminoasit Izoldsin ile yonlendirilmis
mutagenez teknigi kullanilarak degistirilecektir. Bu degisim ile enzimle inhibitor arasindaki
hidrofobik etkilesme arttirilarak, HCAII enziminin inhibitdrlere karsi ilgisinin arttirilacagi
diisiiniilmektedir. Hidrofobik etkilesmenin inhibitor giliciine etkisinin arastirilmasi amaci ile

Hidrofob aminoasit olan Losin 204, Hidrofil aminoasit Serin ile degistirtirilecektir.

Bu cercevede yukarida hedeflenen amaca gore, planlanan caligmanin basamaklari

asagidaki sekilde 6zetlenmektedir;
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(1) pET31b ekspresyon plasmidi igerisinde bulunan HCAII geninde PCR’a dayali
oligoniikleotit yoOnlendirilmis mutagenez teknigi kullanarak degistirilmesi planlanan
aminoasitler degistirilecektir.

(i1) Yapilan bu mutagenez, DNA dizi analiziyle birebir dogrulanacaktir.

(ii1) Elde edilen mutant plasmidler ve yabani tipte HCAII yi tastyan plasmid E.coli
BL-21 (DED3) hiicrelerinde ekspre edilecektir.

(iv) Ekspre edilen proteinler Karbonik anhidraz spesifik affinite jeli kullanilarak

saflastirtlacaktir.

(v) Eksre edilen proteinlerin safli1 ve konsantrasyonu i¢in SDS page Analizi ve

Bradford yontemleri uygulanacaktir.

(vi) Mutant proteinlerin ve yabani HCAII proteinlerin hidrataz aktiviteleri

degerlendirilerek karsilagtirilacaktir.

(vil) Mutant proteinlerin ve yabani HCAII proteinlerin asetazolamid ve sulfonamid

inhibitdrlerine karsi ilgileri aragtirilacaktir. ICsy degerleri elde edilip karsilastirilacaktir.
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j Val 143

Leu 204 Phe 131
— Val 121
Leu 198
His 119 His 94
® ZIn
Thr 199
His 56 Asp 67

Sekil 1.7 HCAII enziminin aktif bolgesi ve secilen aminoasitler [50].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Cahismada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldricht den temin edilmistir.

Molekiiler biyoloji materyalleri ve yonlendirilmis mutagenez reaksiyonunda kullanilan

kimyasal ve enzimler Stratagene ve Fermentas MBI firmalarindan temin edilmistir.

2.1.2. Calismada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

Cizelge 2.1 Calismada Kullanilan Laboratuvar Geregleri

Kullanilan Gerec Modeli

-80°C ultralow freezer Sanyo, Japonya

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
Buzdolab1 Profilo, Tirkiye

Calkalamali Inkiibator Shel-Lab, USA

Elektroforez Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya

Etiiv WTB, German, Niive, Tiirkiye
Isitmali Manyetik Karistirici Velp Scientifica, Ispanya
Kromatografi Kolonu Sigma (1cm ¢ap ve 20cm uzunluk)
Otoklav Hirayama, Japonya

Thermocycler Techne Progene, Ingiltere

pH Metre WTW, Almanya
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Dijital Goriintiileme Sistemi UVP, Ingiltere

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 Calkalamalr etiiv GFL , Almanya

Isiticil1 blok FALC, Italya

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

2.1.3. Bakteriyel Soylar ve Plasmidler

Klonlama ve stok amacli DH5a (SupE44A 1lacU169 (®80 LacZ AM15) hsdR17recAl
endA1 gyrA96 thr-1 rl Al) E.coli soyu kullanilmistir. Mutagenez i¢in, mutagenez kitinde
onerilen XL-1Blue siiper kompetent (recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F" proAB lacIgZAM15 Tnl0 (Tetr)]) E.coli soyu kullanilmigtir. Ekspresyon amagh
caligmada kullanilan bakteri soyu BL 21 (DE3) ‘dir. Bu soyun genotipi (E. coli B F— dcm
ompT hsdS(rB— mB-) gal AM(DE3) seklindedir [87].

Calismada kullanilan rekombinant insan karbonik anhidraz (HCAII) geni tasiyan pET
plasmid USA University of Florida, College of Medicine, David N. Silverman ,dan temin
edilmigtir. Plasmid haritas1 sekil 2.1°de gosterilmistir [88].
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f1ort

amp®

pET 31 plasmid

Sekil 2.1 pET 31 plasmidi [88].

2.1.4. Tamponlar ve Cozeltiler
2.1.4.1. E.coli icin Bakteriyel Kiiltiir Ortamlar:

E.coli ic¢in gerekli kiiltlir ortam1 olarak LB ve LB-agar kullanilmistir. Toz halinde
temin edilen bakteriyel medyumlar {iretici firmanin belirttigi sekilde hazirlanarak ddH,O ile

hazirlanarak otoklav edilmistir.
2.1.4.2. Antibiyotik Hazirlanmasi

Kiiltiirlerde kullanilan Ampicillin stoklar1 100mg/ml olacak tarzda steril ddH,O ile
hazirlandi. 0.22 mikronlukluk filterler kullanilarak steril edildi.

2.1.4.3. Plasmid DNA izolasyonunda Kullamlan Tamponlar

Cizelge 2.2 Solusyon I

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon (mM)
IM Glukoz 50mM
IM Tris-HCI (pH 8) 25mM
0.5M EDTA (pH 8) 10mM
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ddH,O

100mL’ye tamamlanir

Otoklavlanir.

Cizelge 2.3 Solusyon II

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon
IM NaOH 200mM

% 10 SDS %1

ddH,O 10mL’ye tamamlanir.

Cizelge 2.4 Solusyon III

Kimyasal Madde Miktar
KOAc 29,44g
%99 Glasiyal Asetik Asit 11,5mL

ddH,O

100mL’ye tamamlanir

100mL’ye tamamlanir. -20°C’de saklanur.

KOAc, yaklasik 50mL suda ¢oziliir, asetik asid ilave edilir.

Su eklenerek

2.1.4.4. Agaroz Jel Elektroforez Tamponlar:

Cizelge 2.5 (0,5)xTBE (Tris-Borate) Tampon

Stok soliisyon

Son Konsantrasyon

1M Tris-borate

0,045M

0.5M EDTA (pH 8)

0,001M
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Cizelge 2.6 6x DNA Yiikleme Tamponu

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon

%99 Brophenol Blue 0.25% (w/v) bromphenol blue,

%99 Ficol 15% (W/v)

2.1.4.5. Transformasyon i¢in Kompetent Hiicre Hazirlama Soliisyonu

Cizelge 2.7 Kompetent Hiicre I¢in Kullanilan Solusyon (DH50 ve XL-1 Blue E.coli soylari

i¢in)

Kimyasal madde Son Konsantrasyon
IM CaCl, 100mM

%099 Gliserol %40

Cizelge 2.8 Kompetent Hiicre I¢in Kullanilan Tritilasyon tamponu (BL-21 E.coli soyu igin)

Kimyasal madde Son Konsantrasyon
CaCl, 100mM

MnCl, 70mM

Na Asetat 40mM

ph=5.5"¢ ayarlanir
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2.1.4.6. Protein Ekspresyonunda Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.9 Bakteri Yikama tamponu

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
Tris-base 0,6g
dH,O 100mL’ye tamamlanir

Tris-base 90mL dH,0’ye ¢oziiliir. IM HCI ile pH=7,6’ya ayarlanarak toplam hacim
100mL’ye tamamlanir.

Cizelge 2.10 Lizis Tamponu : 20mM Tris / 0,5mM EDTA / 0,5mM EGTA (pH=8,7)

Kimyasal Madde Miktar

Tris-base 2,44¢g

0,5M EDTA 1,0mL

0,5M EGTA 1,0mL

dH,O 1L’ye tamamlanir.

Tris-base, 0,5M EDTA, 0,5M EGTA 800mL dH,O’ye ¢oziilir. 1M HCI ile
pH=8,7’ye ayarlanarak toplam hacim 1L’ye tamamlanir. +4° C’de saklanur.

2.1.4.7. Sepharoz 4B-L-tirozin-sulfonamid Afinite Jel Tamponlar:

Cizelge 2.11 Afinite Jeli Dengeleme Tamponu : 25mM Tris-HC1 / 22mM Na,SO4 (pH=8.7)

Kimyasal Madde Miktar

NaySOq4 14,20g
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Tris-base 3,0275¢g

dH,O 1L ‘ye tamamlanir

Na,S0y4 ve Tris-base 950mL dH,0O ‘de ¢oziiliir. IM HCI ile pH=8,7’ye ayarlanarak
toplam hacim 1L’ye tamamlanir.

Cizelge 2.12 Afinite Jeli Yikama Tamponu : 25mM Tris-HCl / 22mM Na,SO,4 (pH=8.7)

Kimyasal Madde Miktar

Na,SO4 3,124¢g

Tris-base 3,0275¢g

dH,O 1L ‘ye tamamlanir

Na,S0y4 ve Tris-base 950mL dH,0O ‘de ¢oziiliir. IM HCI ile pH=8,7’ye ayarlanarak
toplam hacim 1L’ye tamamlanir.

Cizelge 2.13 Afinite Jeli Elisyon Tamponu : 0,1 M NaCH3COO / 0,5 M NaClO,4 (pH=5,6)

Kimyasal Madde Miktar

NaCH;COO 2,04¢g

NaClO4 9,187g

dH,O 150mL’ye tamamlanir

NaCH;COO ve NaClO4 120mL dH,O ‘de ¢ozilir. 1M HCI ile pH=5,6"ya
ayarlanarak toplam hacim 150mL’ye tamamlanir.
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2.1.4.8. CA-CO, Hidrataz Enzim AKktivitesi i(,'in Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.14 CO, Hidrataz Aktivite Tamponu : 0,15 M Na,CO; / 0,1 M NaHCO; (pH=10)

Kimyasal Madde Miktar

Na,COs3 15,9¢

NaHCO; 8,48

dH,O 1L’ye tamamlanir

Na,CO3 ve NaHCO3; 950mL dH,0 “de ¢oziiliir. pH=10 ‘a ayarlanir ve toplam hacim
1L’ye tamamlanur.

Cizelge 2.15 CO, Hidrataz Aktivitesi Indikatdr Tamponu

Kimyasal Madde Miktar

Fenol red 0,01256¢g
NaHCO; 0,2184¢g

dH,O 1L’ye tamamlanir

Cizelge 2.16 CO, Hidrataz Aktivitesi CO, Cozeltisi :

Kimyasal Madde Miktar

dH,O 500mL

0 °C’de 1 dakika siire ile CO, gegirilerek hazirlanir. Olgiimler siiresince yenilenir.
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2.1.4.9. Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Cizelge 2.17 Breadford Boyama Cozeltisi

Kimyasal Madde Miktar
Coomassie brillant blue G-250 0,1g
Etanol 50mL
%95’lik fosforik asit 100mL

dH,O

1L’ye tamamlanir

Cizelge 2.18 Standart BSA Cozeltisi

Kimyasal Madde

Miktar

Serum Albumin

0,01g

dH,O

10mL’ye tamamlanir

2.1.4.10. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez Tamponlari

Cizelge 2.19 Ayirma Jeli (%12)

Stok Soliisyonlar

Son Konsantrasyon

%30 Akrilamid karigimi %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 H,O eklenir.

Cizelge 2.20 Yigma Jeli (%5)

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon
%30 Akrilamid karisimi1 % 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 H,O eklenir.

Cizelge 2.21 Tank Tamponu

Stok Soliisyonlar

Son Konsantrasyon

IM Tris 25mM
1M Glisin 250mM
%10 SDS %0.1

Cizelge 2.22 Numune Tamponu

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 2.23 Boyama Cozeltisi

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
Coomassie Mavisi R250 0.25¢g
%095 Etanol 100mL

%10 Asetik asit ile karigtirilir.

Cizelge 2.24 Aritma Cozeltisi

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
%99 Asetik asit %5
%99 Etanol %50
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2.2. METOD
2.2.1. Cam Malzeme ve Plastik Malzemenin Hazirlanmasi

Istya dayanikli malzemeler, pipet uclari, ependorflar, santrifiij tiipleri, soliisyonlar,
kiiltlir ortamlar1 ve cam malzeme 121°C’ de 20 dakika (1,02 atm basingta) otoklavda steril

edildi.
2.2.2. DNA ile ilgili Teknikler
2.2.2.1. Plasmid DNA izolasyonu (Alkalin Lizis Plasmid Miniprep)

Plasmid DNA izolasyonu [70]’de belirtildigi gibi yapildi. Tek koloniden yapilan
ekimle 10mL’lik olarak hazirlanan kiiltir 37°C* 16-18 saat inkiibe edildi. 1,5mL’lik
epindorflara aktarildi. 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernetant atilarak, pellet,
110uL Solusyon I (gizelge 2.2) ile ¢oziildii. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Solusyon II
(cizelge 2.3)’ den 200ul eklenerek yavasca karistirildi ve buz iizerinde 10 dakika inkiibe
edildi. Buzda bekletilmis tiibe, Solusyon III (¢izelge 2.4) *den 150uL eklendi. 10000 rpm’de 5
dakika c¢evrilerek hiicre yiginiyla kromosomal DNA birbirinden ayrilmasi saglandi.
Supernetant, yeni bir 1,5mL ependorfa aktarildi. Phenol/kloroform ve ethanol presipitasyonu

ile elde edilen plasmid DNA 30pl de streril dH,O i¢inde ¢dziilerek —20°C’de sakland.

2.2.2.2. Fenol/Kloroform Ekstraksiyonu

Proteinler agidan temizlenecek DNA materyaline esit hacimde Fenol pH 8 ilave edilir.
Vortekste 20 saniye ile 1 dakika arasinda karistirildi ve 10000 rpm’de 5 dakika ¢evrildi. En
iistteki faz, yeni bir epindorfa aktarildi. Kloroform:izoamil alkol (24:1)’iin esit voliimii de
alinarak 10000 rpm’de 5 dakika gevrilir. Supernetant alinarak ethanol presipitasyonu yapilir

ve 30ul de streril dH,O’de ¢oziilerek —20°Cde saklanir [70].
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2.2.2.3. Etanol Coktiirmesi

Konsantre edilecek DNA igeren solusyona iki hacim %95 etanol eklenir. En az 30
dakika -20°C’ de inkiibe edilir. 10 dakika 10000 rpm’de g¢evrilir. Supernetant atilir ve 700uL
%70’lik ethanol eklenerek DNA pelleti yikanir. Yikama sonunda elde edilen pellet havada
kurutulur ve 30uL de streril dH,O eklenerek —20°C de saklanir [70].

2.2.2.4. DNA Miktar1 ve Kalitesinin Olciilmesi

2.2.2.4.1. Spektrofotometrik Yontemler

DNA, 1:200 oraninda TE ile sulandirild1 ve kuvartz kiivetler kullanilarak 260 nm’de
DNA’nin UV absorbsiyonu okundu. Asagida belirtilen formiil kullanilarak DNA
konsantrasyonu hesaplandi. Ayni zamanda elde edilen DNA nin safligida OD560/OD,g orani

elde edilerek 6grenildi [89].
50pg/ml x ODsgp x Seyreltme Faktorii=mL’de pg cinsinden konsantrasyon

2.2.2.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Gorlintiilenmesi gereken DNA Ornekleri agarose jel elektroforezinde yiiriitiildi.
Agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmek istenen DNA’nin biyiikliigiine gore farkl
konsantrasyonlarda hazirlandi. 0,5xTBE’de (gizelge 2.5) hazirlanan %0.7-2 olarak
kaynatilarak hazirlanan agaroz jelleri, 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra, son
konsantrasyonu 0,5ug/mL olacak tarzda Etidyum bromid eklendi. Agaroz jel aparatlarina

dokiildii ve polimerize olasiya kadar beklendi.

DNA ornekleri ylikleme tamponuyla (¢izelge 2.6) karistirilarak agaroz jele yiiklendi.
Agaroz jelleri 80 Voltta boya yiiriitiilerek, yiikleme tamponu izlenerek, tampon jelin %4 iinii
gecene kadar beklendi. Elektroforez sonucu UV iluminator kullanilarak degerlendirildi. Elde

edilen jel Dijital goriintiileme Sistemi kullanilarak degerlendirildi.
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2.2.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR reaksiyonlar1 50uL’lik toplam hacimde, Stratagene quick-change site directed
mutagenez kit prosediiriine gore uygulanmistir [90]. 20ng, 30ng, 40ng ve 50ng gibi farkli
DNA konsantrasyonlarda DNA kaynagi kullanilarakasagida c¢izelge 2.25 de belirtildigi

reaksiyon gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.25 Mutagenez PCR reaksiyonlari

Mutagenez PCR Miktar ve Son
Icerik Konsantrasyon
Tampon 10x SpL (1x)
dNTP karisim IpL
Forward primer 1,25uL (125ng)
(100ng\uL)
Reverse primer 1,25uL (125ng)
(100ng\uL)
Plasmid DNA (10ng) X uL
dH, 0 | ... ML
Enzim (2,5u\uL) 1uL (2,5u)
Toplam 50uL

Cizelge 2.26 Mutagenez PCR Kosullar1

Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire

1 1 95°C 30 saniye

2 16 95°C 30 saniye
55°C 1 dakika
68°C 6 dakika
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2.2.3. Mikrobiyolojik Metodlar

2.2.3.1.0n Kiiltiir Hazirlanmasi

LB-agar’a tek koloni olacak sekilde ekilen bakteri kolonilerinden tek bir koloni dnce,

son konsantrasyonu 10ug/mL olan ampisilin igeren LB ortamina asilandi. 37°C’ de

calkalayict inkiibatorde 16-18 saat inkiibe edildi.

2.2.3.2. Bakteri Stoklarinin Korunmasi

Ilgili bakteri soylar1 ve plasmid soylar1 6n kiiltiirle iiretildikten sonra %30’luk steril
gliserolle son konsantrasyonu % 15’lik olacak sekilde sulandirildi. Direkt olarak —80 igerisine

alindi.

2.2.3.3. Transformasyon icin Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

E.coli’nin DH5a ve XL-1 Blue soylarin1 kompetent hale getirmek i¢in tek koloni
olarak ekildigi LB-Agar {izerinden tek bir koloni alindi, LB ortamia ekilerek 37°C’ de bir
gece boyunca iiretildi. Bundan alinan SmL 6rnek, i¢inde 100mL taze LB olan 500mL’lik
erlene kondu ve 37°C’ de yaklasik 2-3 saat ODgo=0,4’e ulasincaya kadar biiyiitiildii. Bu
asamada kiiltiir, 5 dakika buzda bekletildi. Kiiltiir, falkonlara alinarak +4°C’ de 5 dakika
3000 rpm’de santrifiijlendi. Supernetant atildi ve 25mL soguk 0,1M CaCl, konuldu ve
yavagca karistirildi. 2 dakika buzda bekletildi. +4°C’ de 10 dakika 3000 rpm’ de
santrifijjlendi. 10mL soguk 0,IM CaCl,’de 1-4 saat bekletildi. 10mL steril %40 gliserol
eklenerek hafifce karistirildi. Onceden buz iizerinde bekletilmis ependorflara aktarilarak -

70°C” ye kondu [70, 91].

Ayrica ekspresyonda kullanilan BL-21(DE3) codon plus soyu kompetent hale
getirmek i¢in tek koloni olarak ekildigi LB-Agar {lizerinden tek bir koloni alindi, LB ortamina
ekilerek 37°C’ de bir gece boyunca iiretildi. Bundan alinan SmL 6rnek, icinde 100mL taze LB
olan 500mL’lik erlene kondu ve 37°C’ de yaklasik 2-3 saat ODg=0,2’e ulasincaya kadar
biiyiitiildii. Son konsantrasyon 20mM olacak sekilde MgCl, ve son konsantrasyon yaklasik
olarak %0.2 olacak sekilde glukoz ilave edildi. Tekrar 37°C’de calkalayici inkiibatérde ODggo
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= 0.5nm olana kadar biiyiitiildii. Kiiltiir +4°C’de 2 saat bekletildi ve +4°C’de 5000 rpm’de 5
dakika santriflij edildi. Supernatant atilir, pellet tritalation tamponu (100mM CaCl,, 70mM
MnCl,, 40mM Na Asetat, ph=5.5) ile siispanse edilir. +4°C’de 3000 rpm‘de 5 dakika santrifiij
edildi. Pellet %15 gliserol igeren 25mL tritalation tamponu ile siispanse edilir. Onceden buz

iizerinde bekletilmis ependorflara aktarilarak -70°C’ ye kondu [92].

2.2.3.4. Transformasyon

Kompetent hiicreler, -70°C’ den alind1 ve 30-60 dakika siireyle buzda bekletildi.
Ependorfa 200uL kompetent hiicreden alindi ve her bir tiipe 50-100ng plasmid DNA’s1
kondu. Dikkatlice karistirilarak 30 dakika buzda bekletildi. Sicak soku icin 42°C’ de 90
saniye tutuldu ve hemen buza alimarak burada da 2 dakika bekletildi. Onceden 37°C 1sitilmus
800uL LB eklendi. 37°C’ de calkalayici etiivde 1-1,5 saat biiyiimeye birakildi. Bu kiiltiiriin
100 pL’si alinarak taze hazirlanmis, 100 pg/mL ampisilin igeren LB-agar petrisine damlatild:
ve 0ze ile tek koloni tarzinda ekim yapildi. Geriye kalan 900uL kiiltiir de epindorfa alinarak 2
dakika 13000 rpm’de santrifiijlendi. Supernetant atildi ve pellet 100uL LB’de ¢oziilerek
ampisilin i¢eren taze LB-agar petrisine damlatildi ve yayildi. Her iki tiir petri de 15 dakika
beklendikten sonra etiive konarak 37°C’ de bir gece biiylimeye birakildi. Petrideki kolonilerin

durumuna bakarak transformasyon etkinligi saptandi [70, 91].

2.2.3.5. Rekombinant Protein Ekspresyonu

2.2.3.5.1. IPTG Kullanmlarak Hedef Proteinin Indiiklenmesi

Ekspresyonu T7 promotor sistemi ile baslatilmas: igin, ilgili genleri tasiyan pET
plasmid BL-21 DE3 hiicrelerine transforme edildi. 500mL’lik steril erlene 100mL LB

konuldu ve 12,5mg/mL ampisilinden 100pL konuldu. LB-Agar + Ampisilin tizerinden tek bir
koloni alindi, LB ortamina ekilerek 37°C’ de 300 rpm de 3-4 saat inkiibasyona birakildu.

OD 559 =0,6-0,8’¢ ulagtiginda 250uL 5SmM ZnCl, ve 400uL 0,1M IPTG bakteri
kiiltiirine eklendi. Kiiltiir 30°C’ de 300 rpm’de biiyiimeye birakildi [50, 93].
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2.2.3.5.2. Bakterilerin Yikanmasi

Bakteri soliisyonu 50mL’lik falkonlara aktarildi ve 3000 rpm’de +4°C’ de 10 dakika
santrifiij yapildi. Supernetant atild1 ve bakteriyel hiicre pelleti 10mL 50 mM Tris, pH=7,6 ile
siispanse edildi. 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapild1 ve supernetant atildi. Yikama islemi
bir kez daha yapildi ve pellet kurutularak -20°C’ de liziz prosediiriine ge¢meden Once

sakland1 [50, 93].

2.2.3.5.3. Bakteri hiicrelerinin Lizisi

Bakteriyel hiicre pelleti 10mL soguk liziz tamponu ile siispanse edildi ve buza
konuldu. 100pL 100mM PMSF ve 250uL 10mg/mL lizozim soliisyonlarindan eklendi ve 15
dakika oda sicakliginda bekletildi. 100uL SmM ZnCl, eklendi ve 10 dakika buzda bekletildi.
Hiicre lizatina ImL %3’liikk protamin siilfat soliisyonundan eklendi ve pipetajla karigim

saglandi. Falkon igerisindeki 6rnek 3000 rpm’de +4°C’ de 10 dakika santrifiij yapildi.

Santrifiijlenen 6rnegin viskozitesi kontrol edildi, hala viskoz ise %3’liikk protamin
siilfat soliisyonundan 500uL eklendi. Tekrar iyi bir sekilde karistirildi ve 3000 rpm’de +4°C’
de 2 dakika santrifiij yapildi. Supernetant temiz bir falkona alind1 [50, 93].

2.2.4. Biyokimyasal Metodlar

2.24.1. Afinite Kromatografisi Metoduna Gore Rekombinant Proteinlerin

Saflastiriimasi

2.2.4.1.1. Diyaliz

Lizize ugratilan bakteri soliisyonu afinite kromotografisi dengeleme tamponuna karsi

3 saat +4° C’de diyaliz edildi. Dengeleme tamponu yarim saat arayla degistirildi.
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2.2.4.1.2. Afinite Kromotografisi

2.2.4.1.2.1. Karbonik Anhidraz Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose 4-B kat1 destek materyali {izerinde hazirlanmistir. Sepharose
4-B’nin serbest -OH gruplart CNBr ile aktiflestirilmistir. Sepharose 4-B afinite jelinin CNBr
ile aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak baglandi. Siilfonamid diazolanarak L-
tirozine kenetlendirildi. Afinite jelinin uzanti kolunu L-tirozin, enzimi spesifik olarak
baglayan kismini da siilfonamid olusturur. Siilfonamid karbonik anhidraz enziminin spesifik
inhibitoriidiir. ~ Afinite jelinin yapisina katilarak CA  enziminin saflastirilmasinda

kullanilmistir.

e Sepharose 4-B’nin aktiflestirilmesi ve L-Tirozinin Kolona Eklenmesi

20mL Sepharose 4B jeli distile su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit hacimde
destile su ile birlestirilerek bir siispansiyon elde edildi. Karigtirilan siispansiyona 4g toz haline
getirilmis CNBr katildi. pH metre ile siispansiyonun ph’1 4M NaOH ile 11°de sabit tutuldu.
Buz ilavesi ile reaksiyon sicakligi 20°C ‘de tutuldu. Reaksiyona pH degismeyinceye kadar
devam edildi (15-20 dakika). Karisim bir bushner hunisine aktarildi, 250mL soguk 0.1M
NaHCO; tampon ¢ozeltisi (pH=10) ile yikand1 ve bir behere aktarildi. Ayni1 tamponun 20mL
sinde 8mg tirozin ¢oziildii. Beherdeki karisima soguk ¢ozelti yavasca ilave edildi. Baglanma
siiresi olan 90 dakika manyetik karistiricida karistirildi. Karigim 4°C 16 saat bekletildi.
Stirenin sonunda jel, yitkama suyu 280nm dalga boyunda absorbans vermeyinceye kadar bol
su ile yikandi. Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen ortamdan uzaklastirildi. Yikama
100mL 0.2M NaHCO; tamponu (pH=8.8) ile tekrarlandi. Tirozin takili jel ayni tamponun

40mL’si1 i¢ine alindi.

e Siilfonamidin Kenetlenmesi

25mg siilfonamid, 0°C civarinda 10mL 1M HCI igerisinde ¢oziildii. 75mL NaNO,
ihtiva eden 0°C’deki 5mL ¢ozelti, siilfonamid ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika
reaksiyondan sonra diazolanmis olarak bulunan siilfonamid 40mL Sepharose 4B-L-Tirozin

siispansiyonuna ilave edildi. pH=9.5 degerine c¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
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sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1L destile su ve 200mL 0.05M Tris-SO4 (pH=7.5)

tamponu ile yikandi ve ayn1 tampon igerisinde saklandi [19].

2.2.4.2. Protein Karakterizasyon Metodlari

2.2.4.1. Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu, Bradford Boya-Baglama metodu ile belirlendi [94]. Tayin
islemlerinde; 1mL’sinde 1mg protein ihtiva eden standart si§ir albumin ¢ozeltisinden tiiplere
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100uL alind1 destile su ile tiim tiiplerin hacmi ImL’ye
tamamlandi. 5ml Bradford reagent eklendi. 2 dakika vortekslendi ve 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra her bir 6rnegin 595 nm’ de absorbansi okundu. Bunun i¢in
sadece Bradford reagenti igeren dillisyon kullanildi. 595 nm’deki absorbansa karsi pg’daki

protein miktar1 hesaplandi.

2.2.4.2. SDS-PAGE

Ekspresyon sonucunsa elde edilen protein ekstraktalari proteinleri molekiiler agirligin
ayrilmasinda kullanilan bir method olan SDS-poliakrilamid jel -elektroforezinde

degerlendirildi [95].

Oncelikle, ¢gizelge 2.19°de  %12’lik ayirma jelini olusturan ¢ozeltiler, APS hari¢
karistirildi. APS eklendikten sonra karisim, jel kasetine ¢izgi hizasina kadar dokiildi. Jelin
ylzeyini diizgiinlestirmek i¢in 0.3mL saf su ile doyurulmus n-butanol kaset kenarindan
enjekte edildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra ytizeydeki biitanol dokiildii ve distile su
ile yikand1. Diger bir erlende %5’lik yigma (ylikleme) jeli (¢izelge 2.20) hazirlandi. Yine APS
hari¢ tiim malzeme manyetik karistiricida karistirildi.  APS de eklenerek polimerize haldeki

ayirma jelinin lizerine dokiildii ve jelde kuyular olusturmak icin tarak yerlestrildi.

Jel polimerizasyona birakildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra tarak ¢ikarildi ve
elektroforez tankina yerlestirilerek tank tamponu (cizelge 2.21) ile dolduruldu. Ornek
uygulama tamponu (¢izelge 2.22) , proteinle %50 oraninda karistirild ve 2 dakika 95°C’ de
kaynatildi.
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Protein 6rnekleri kuyulara yiiklendi. Akim, proteinler %5°lik y1gma 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 acildi ve cam plaklar birbirinden ayrildi. %5°lik yigma jeli uzaklastirildi. Ayirma
jeli, bir kesikle isaretlendi ve boyama ¢ozeltisi (¢izelge 2.23) i¢ine alindi. Protein bantlar1 net
bir sekilde goriinene kadar galkalayarak boyandi. Daha sonra aritma ¢ozeltisine (¢izelge 2.24)
alinarak hafif¢e karistirildi. Béylece boyanin fazlasi alinmis oldu. Daha sonra UV 15181 altinda

protein bantlar1 incelendi. Jel, distile suya alinarak saklandi [95, 96].

2.2.4.3. Aktivite Tayin Metodlar:

2.2.4.3.1. CO,-Hidrataz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enziminin, saflastirilma siirecindeki aktivite tayinleri, CO,-hidrataz
aktivitesi yontemiyle yapildi. Maren ve arkadaglarimin gelistirdikleri bu yontem, CA

enziminin saflastirilma siirecinde diger arastiricilar tarafindan yaygin olarak uygulanmistir.

Bu yontem, CO,’nin hidratasyonu sonucu aciga ¢ikan H' nedeniyle pH degerinin
10.0’dan 7.4’e diigmesi siiresinin Ol¢limii hesabina dayanir. Yontemde indikator olarak,
pH=7.4 degerinde renk degistiren fenol kirmizisi, tampon olarak da pH degeri 10.0 olan
karbonat tamponu (0,15M Na,CO3 / 0,1M NaHCO3) kullanildi [97].

Reaksiyon tiipiine dnce 2mL indikator ve 1,5mL doygun CO; ¢ozeltileri konuldu. Bu
karigimin iizerine, enzim ¢ozeltisinden 0,1mL eklendi ve ayn1 anda 0,4mL karbonat tamponu
katilarak, rengin kirmizidan sariya (pH degerinin 10.0’dan 7.4’¢) doniismesi i¢in gecen siire
belirlendi (tc). Ayni islemler, enzim ¢ozeltisi yerine 0,1mL destile su eklenerek yapildi (to).
Yonteme gore 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 = (to0) - (tc) / (tc)

Formiilii uygulanarak, kullanilan enzim ¢ozeltisi hacmi i¢in enzim {initesi degeri hesaplanir

[73].
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2.2.4.4. inhibisyon Cahsmasi

Insan karbonik anhidraz II enziminin ve mutant proteinlerin ICsy degerlerini bulmak
icin hidrataz aktivitesi iizerine siilfonamid ve acetozolamid inhibitorleri farkl
konsantrasyonlarda ¢alisildi. Oncelikle enzimlerin inhibitorsiiz ortamdaki aktiviteleri
belirlendi. Bu deger %100 aktivite olarak kullamldi. iki inhibitoriin fakli konsantrasyonlar
calisildi ve aktivitelerindeki degisim ol¢iildii. Elde edilen degerlerden % aktiviteleri
hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu garfiklerden yaralanilarak her bir inhibitoriin

Iso degerleri hesaplandi.
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3. BULGULAR
3.1. pET31-HCAII Plasmidi

Dr. David N. Silverman’dan temin edilen HCAII genini tasiyan pET31 plasmidi
boliim 2.2.3.4’de anlatildig1 gibi kompetent hale getirilmis olan E.coli DH5a soyuna aktarildi.
Ampisilin igeren LB-Agar petrilerinde biiyiiyen kolonilerden biri ampisilin iceren LB’ye
ekildi ve 37°C’de 160 rpm’de 16-18 saat biiyiimeye birakildi. inkiibasyon sonrasi %15 son

konsantrasyona sahip gliserol ile stok hazirlandi ve -80°C derin dondurucuda sakland.

PCR amplifikasyonunda gerekli olan temiz DNA kalib1 i¢in pET31-HCAII plasmidi
tastyan E.coli soyundan boliim 2.2.2.1°de anlatilan Alkalin Lizis Plasmid Miniprep Y Ontemi
ile plasmid izolasyonu yapildi [70]. Izole edilen plasmidin varlig: ve safligi %1°lik agoroz jel
elektroforeziyle belirlendi. Riboniikleaz muamelesiyle RNA’larindan temizlenmis plasmid

DNA konsantrasyonu ve saflig1 ayrica spektrofotometrik olarak belirlendi.

_—
—
——
-
——
—
-_—
—
E——

1500

1000
750
o0

20

Sekil 3.1 Alkalin Lizis Miniprep Metodu ile Elde Edilen pET31-HCAII Plasmidin Agaroz Jel
Elektroforez Sonucu (M: 1kb DNA Marker, 1: Halkasal pET31-HCAII Plasmidi)
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3.2. HCAII Geninde Yonlendirilmis Mutagenez Stratejisi

HCALII geninde farkli aragtiricilar tarafindan farkli mutagenez yontemleri kullanilarak
mutasyonlar olusturulmustur. Ozellikle enzimin aktif bdlgesindeki aminoasitler degistirilerek
enzimin aktivitesindeki degisimler ve inhibitorlere olan ilgisi arastirilmistir. Karbonik
anhidraz izoenzimleri i¢inde katalitik aktivitesi en yliksek olan HCAII enzimi ile yapilan
yonlendirilmis mutagenez calismalar1 incelenmis ve enzimin aktif bolgesi ¢evresinde bulunan,
inhibitdrle iliskisinde onemli oldugu diisiiniilen hidrofilik ve hidrofob ceplerde yer alan
Asparajin 67 ve Losin 204 amino asitlerinin degistirilmesine karar verilmistir. Hidrofilik
cepte yer alan Asparajin 67, hidrofob amino asit olan izoldsin 67 ile degistirilmis hidrofilik
cebin yapisi degistirilmistir.. Hidrofob cepte yer alan Leu204 hidofilik aminoasit olan Serin

ile degistirilmesi ile hidrofob cebin yapis1 degistirilmistir.

Bu amagla mutagenez kitleri igerisinde etkili oldugu diisiiniilen Stratagene Quick
Change Site Directed Mutagenez kiti kullanilmistir. Kitin belirtilen 6zelliklerde, primerlerin
uzunluguna, baglanma derecesine, %GC ¢ifti icerigine dikkat edilerek primer dizaym

yapilmistir [86, 98, 99] (Ek1)

Cizelge 3.1 HCAII Mutagenez Primerleri

Primerin | Uzunlugu | %GC | Tm | Dizisi

Ad1 (bp) icerigi | °C

Asn67- 34 44,12 | 79,7 | 5’-CCTCAACAATGGTCATGCTTTCATCGTGG
Forward AGTTT-3’

Asn67- 34 44,12 | 79,7 | 5’>-AAACTCCACGATGAAAGCATGACCATTGT
Reverse TGAGG-3’

Leu204- |26 53,85 | 77,6 | 5’-CCCTCCTCTTTCCGAATGTGTGACCT-3’
Forward

Leu204- | 26 53,85 | 77,6 | 5>-AGGTCACACATTCGGAAAGAGGAGGG-3°
Reverse
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Stratagene Quick Change Site Directed Mutagenez kiti ile ¢ift zincirli halkasal
plasmitte mutasyon olusturulabilmektedir. Boylece tek zincirli kaliba ve klasik yontemlerde
oldugu gibi ayrica bir ek klonlama igslemine gereksinim ortadan kalkmistir. Bu kit ile nokta
mutasyonlar olusturulabilir, aminoasit degisimleri yaratilabilir, tek yada ¢ok sayida aminoasit
delesyona ve insersiyana ugratilabilir. Bu metod pfuTurbo DNA polimeraz enzimi gibi
kontrolli DNA sentezi yapabilen ve mutasyon hizi Taq polimeraza gore oldukca diisiik
proofreading polimeraz enzimi kullanilmistir. Ayrica bu enzimin Ozelligi standart
polimerazlara gore daha uzun DNA dizilerini amplifiye edebilmesidir. Yonlendirilmis
mutagenez Techne PCR cihazi ile gergeklestirilmistir. pfuTurbo DNA polimeraz enzimi
yliksek verimde ¢alisarak heriki zinciride ¢ogaltir. Prosediiriin temel basamaklart Sekil 3.2°de

gosterilmektedir.

3.3 Mutasyonlarin Otomatik Dizi Analizi Sonuclar

Mutagenez yapilan HCAII nin istenilen mutasyonu tasiyip tasimadigi otomatik dizi
analizi ile kontrol edilmistir. Bu amacla ampisilin igeren LB agar petrisinde ekili olan mutant
klon LARK tecnologies, UK ye gonderilmistir. pET 31 plasmid igerisinde bulunan T7
terminator ve pET upstream primerleri kullanilirak forward ve revers dizileri ile ilgili bilgi
elde edilmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglar1 biyoinformatik olarak NCBI’da analiz

edilmis ve yabani tip HCAII geni ile karsilastirilmistir.
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(1) Reaksiyon i¢in ¢ift zincirli degistirilmek istenilen
Plasmid bolgeyi iceren plasmid DNA ve istenilen mutasyonlar
Hazirlanmast 5 1van, spesifik  olarak dizayn edilmis primerlere

gereksinim vardir.

PCR
Reaksiyonu (2) (3) Oligoniikleotid primerler, vectoriin karsilikli

zincirlerine baglanir ve pfuTurbo DNA polimeraz
reaksiyon  siiresince  karsilikli  zincirleri  ¢ogaltir.

Sentezlenen mutant plasmidler ¢entik tasirlar.

(4) PCR iiriinleri Dpn I endoniikleaz enzimi ile muamele
edilir. Hedef dizisi 5’-Gm°ATC-3’) olan Dpn I
endoniikleaz enzimi metilenmis DNA’ya spesifiktir ve
metilenmis DNA’y1 keser. Yeni sentezlenen zincir heniiz
metillenmemis oldugundan Dpn I endoniikleaz enzimi bu

a | zincirleri tantyamaz. Bu islem sonucunda yeni sentezlenen
Dpn lile

kesim mutant plasmidlerin se¢imi saglanir.

(4) Daha sonra mutant plasmidler ¢entiklerin
tamamlanmasi icin XL-1 Blue siiper kompetent E.coli
4 soyuna tranforme edilir. Transformasyondan sonra XL-1
| Blue siiper kompetent hiicreler ¢entikleri onarir.

Transformasyon

Sekil 3.2 Yonlendirilmis Mutagenez Prosediirii Temel Basamaklar1 [90].
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Yab.Tip. 1 ATGTCCCATCACTGGGGGTACGGCAAACACAACGGACCTGAGCACTGGCATAAGGACTTC 60

RN RN AN RNy
Asn671Leu 884 ATGTCCCATCACTGGGGGTACGGCAAACACAACGGACCTGAGCACTGGCATAAGGACTTC 825

Yab.Tip 61 CCCATTGCCAAGGGAGAGCGCCAGTCCCCTGTTGACATCGACACTCATACAGCCAAGTAT 120

RN NNy
Asn6711eu.824 CCCATTGCCAAGGGAGAGCGCCAGTCCCCTGTTGACATCGACACTCATACAGCCAAGTAT 765

Yab.Tip. 121 GACCCTTCCCTGAAGCCCCTGTCTGTTTCCTATGATCAAGCAACTTCCCTGAGGATCCTC 180

NN ANy
Asn6711eu.764 GACCCTTCCCTGAAGCCCCTGTCTGTTTCCTATGATCAAGCAACTTCCCTGAGGATCCTC 705

Yab.Tip. 181 AACAATGGTCATGCTTTCAACGTGGAGTTTGATGACTCTCAGGACAAAGCAGTGCTCAAG 240

CEERERER TR ee e e e e e e et
Asn6711eu704 AACAATGGTCATGCTTTCATCGTGGAGTTTGATGACTCTCAGGACAAAGCAGTGCTCAAG 645

Yab.Tip. 241 GGAGGACCCCTGGATGGCACTTACAGATTGATTCAGTTTCACTTTCACTGGGGTTCACTT 300

CLERLREREE e e e e e e e e eyl
Asn6711eu644 GGAGGACCCCTGGATGGCACTTACAGATTGATTCAGTTTCACTTTCACTGGGGTTCACTT 585

Yab.Tip. 301 GATGGACAAGGTTCAGAGCATACTGTGGATAAAAAGAAATATGCTGCAGAACTTCACTTG 360

NN AN RN RARRN NI
Asn6711eu584 GATGGACAAGGT TCAGAGCATACTGTGGATAAAAAGAAATATGCTGCAGAACTTCACTTG 525

Yab.Tip. 361 GTTCACTGGAACACCAAATATGGGGATTTTGGGAAAGCTGTGCAGCAACCTGATGGACTG 420

LR e e e e e e e e el
Asn6711eu524 GTTCACTGGAACACCAAATATGGGGAT TTTGGGAAAGCTGTGCAGCAACCTGATGGACTG 465

Yab .Tip. 421 GCCGTTCTAGGTATTTTTTTGAAGGTTGGCAGCGCTAAACCGGGCCTTCAGAAAGTTGTT 480

LRt e e e e e e e e e el
Asn6711eud64 GCCGTTCTAGGTATTTTTTTGAAGGTTGGCAGCGCTAAACCGGGCCTTCAGAAAGTTGTT 405

Yab.Tip. 481 GATGTGCTGGATTCCATTAAAACAAAGGGCAAGAGTGCTGACTTCACTAACTTCGATCCT 540
LR e e e e e e e e e e e el
Asn6711eud04 GATGTGCTGGAT TCCAT TAAAACAAAGGGCAAGAGTGCTGACTTCACTAACTTCGATCCT 345
Yab.Tip. 541 CGTGGCCTCCTTCCTGAATCCCTGGATTACTGGACCTACCCAGGCTCACTGACCACCCCT 600
NN NN NNy
Asn6711eu344 CGTGGCCTCCTTCCTGAATCCCTGGATTACTGGACCTACCCAGGCTCACTGACCACCCCT 285
Yab._Tip. 601 CCTCTTCTGGAATGTGTGACCTGGATTGTGCTCAAGGAACCCATCAGCGTCAGCAGCGAG 660
AR ANy
Asn6711eu284 CCTCTTCTGGAATGTGTGACCTGGATTGTGCTCAAGGAACCCATCAGCGTCAGCAGCGAG 225
Yab._Tip. 661 CAGGTGTTGAAATTCCGTAAACTTAACTTCAATGGGGAGGGTGAACCCGAAGAACTGATG 720
NN NN NN RN UR RNy
Asn6711eu224 CAGGTGTTGAAATTCCGTAAACTTAACTTCAATGGGGAGGGTGAACCCGAAGAACTGATG 165
Yab._Tip. 721 GTGGACAACTGGCGCCCAGCTCAGCCACTGAAGAACAGGCAAATCAAAGCTTCCTTCAAA 780
LR e e e e e e e e e e el
Asn671leul64 GTGGACAACTGGCGCCCAGCTCAGCCACTGAAGAACAGGCAAATCAAAGCTTCCTTCAAA 105
Yab.Tip. 781 TAA 783

1
Asn671leul04 TAA 102

Sekil 3.3 Yabani tip HCAII (Yab.Tip.) X Asparajin67izoldsin Mutant HCAII (Asn671leu)
Nukleotit Karsilagtirilmasi
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Yab. Tip
LGs204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Se
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.
L3s204Ser
Yab. Tip.

L6s204Ser

Sekil 3.4 Yabani tip HCAIl (Yab.Tip.) X Lo6sin204Serin Mutant HCAII

1 ATGTOCCATCACTGGGGGTACGGCAAACACAACCGACCTGAGCACTGGCATAAGGACTTC

U LR LR

885 ATGTCCCATCACTGGGGETACCECAAACACAACGGACCT GAGCACT GECATAAGGA

61 CCCATTGCCAAGGGAGAGCGCCAGTCCCCTGTTGACATCGACACT CATACAGCCAAGTAT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
825 CCCATTGCCAAGGGA CATCGACACT CATACAGCCAAGTA

121 GACCCTTCCCTGAAGCCCCTGTCTGTTTCCTATGATCAAGCAACT TCCCTGAGGATCCTC

PR e e e e e
765 GACCCT TCCCTGAAGCOCCTGICTGTTTCCTATGATCAAGCAACT TCCCTGAGGATCCTC

181 AACAATGGTCATGCT TTCAACGTGGAGT TTGATGACTCTCAGGACAAAGCAGTGCTCAAG

PRI e e e e e e i e
705 AACAATGGTCATGCTTTCAACGTGGAGT TTGATGACTCTCAGGACAAAGCAGTGCTCAAG

241 GGAGGACCCCTGGATGGECACTTACAGAT TGATTCAGTTTCACTTTCACTGGGGTTCACTT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GGAGGACCCCTGGATGGCACTTACAGAT TGATTCAGTT TCACTTTCACTG

301 GATGGACAAGGTTCAGAGCATACTGTGGATAAAAAGAAATATGCTCCAGAACTTCACTTG

FLEEEEERL R e e e e e e e e e
585 GATGGACAAGGTTCAGAGCATACTGTGGATAAAAAGAAATATGCTGCAGAACT TCACTTG

361 GTTCACTGGAACACCAAATATGGGGATT TTGGGAAAGCTGTCCAGCAACCTGATGGACTG

PR e e e e e e e e
525 GTTCACTGGAACACCAAATATGGGGATT TTGGGAAAGCTGTGCAGCAACCTGATGGACTG

421 GOCGTTCTAGGTATTTTT TTGAAGGTTGGCAGCGCTAAACCGGGCCTTCAGAAAGTTGTT
PR e e e e e e e
5 GOCGTTCTAGGTATT TTTTTGAAGGTTGGCAGCGC TAAACCGGGCCTTCAGAAAGTTGTT

481 GATGIGCTGGATTCCATTAAAACAAAGGGCAAGAGTCCTGACTTCACTAACTTCGATCCT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
405 GATGTGCTGGATTCCATTAAAACAAAGGGC ACTTCACTAACTTCGATCCT

541 CGTGGCCTCCTTCCTGAATCCCTGGATTACTGGACCTACCCAGGCTCACTGACCACCCCT

PLERREEE R e e e i e e e e
345 CGTGGCCTCCTTCCTGAATCCTTGGATTACTGGACCTACCCAGGC TCACTGACCACCCCT

601 CCTCTTCTGGAATGTGTGACCTGGATTGTGCTCAAGGAACCCATCACCGTCAGCAGCGAG

L IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
285 CCTCTTTCCGAATGTGTGACCTGGA AAGGAACCCATCAGCGTCAGCAI

661 CAGGTGTTGAAAT TCOGTAAACTTAACT TCAATGGGGAGGGTGAACCCGAAGAACTGATG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CAGGTGTTGAAAT TCOGTAAACT TAACT TCAATGGGGAGGGTGAACCCGAAGAACTG

721 GTGGACAACTGGCGCCCAGCTCAGCCACTGAAGAACAGGCAAATCAAAGCTTCCTTCAAA
PR e e e e e e i e e

165 GTGGACAACTGGCGCOCAGC TCAGCCAC TGAAGAACAGGCAAATCAAAGCTTCCTTCAAA

781 TAA 783

i
105 TAA 103

Nukleotit Karsilagtirilmasi
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3.4. HCAID’nin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

3.4.1. Yabani ve mutant HCAII genlerinin ekspresyon stratejisi

Yabani tip HCAII enzimini ve mutant enzimleri ekspre etmek amaciyla plasmidler
BL-21(DE3) codon plus E.coli soyuna transforme edilmistir. Kullanilan pET31 plasmidinde
istenilen genin ekspre olabilmesi i¢in E.coli soyunun se¢imi ¢ok dnemlidir. Istenilen genin
IPTG uygulamasi ile ekspresyonu amaciyla BL-21(DE3) codon plus kullanilmistir. Bu soy
genomunda T7 RNA polimeraz geni tasimaktadir [50, 93].

Sekil 3.35’de IPTG uygulamasi ile istenilen genin ekspresyonu gosterilmektedir.
IPTG Lac represor proteinine baglanarak, onun Lac operator bolgesine baglanmasini engeller.
Boylece T7 RNA polimeraz geni serbest kalmakta ve T7 polimeraz enzimi sentezlenir. T7
RNA polimeraz enzimi pET plasmitteki T7 transkripsiyonel promotera baglanir ve istenilen

proteinin sentezini saglar [93].

IPTG uygulamasi ile ekspresyonun varligmin tespiti i¢in kontrol olarak plasmid
icermeyen BL-21(DE3) codon plus E.coli soyu LB Agar iizerinden tek bir koloni alindi, LB
ortamina ekilerek 37°C’ de 300 rpm de 3-4 saat inkiibasyona birakildi. OD 559 =0,6-0,8’¢
ulastiginda 250uL. 5SmM ZnCl, ve 400uL 0,1M IPTG bakteri kiiltiiriine eklendi. Kiiltiir 30°C’
de 300 rpm’de biiyiimeye birakildu.

Yabani tip HCAII genini tasiyan plasmid igeren BL-21(DE3) codon plus E.coli soyu
LB-Agar + Ampisilin {izerinden tek bir koloni alindi, LB ortamina ekilerek 37°C’ de 300 rpm
de 3-4 saat inkiibasyona birakildi. OD 5s50=0,6-0,8¢e ulastiginda 250uL SmM ZnCl, ve 400uL
0,1M IPTG bakteri kiiltiiriine eklendi. Kiilttir 30°C’ de 300 rpm’de biiyiimeye birakildi [93].
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Ecali igine entagre edilmis
/ T7 RNA polimeraz geni

‘m. i Lac operator— T7 RNA polimeraz geni f }
l Lac repressoru operatore hagli
degilken transkripsiyon
RepressormRNA Bpressor ,
aperalore T7 RNA polimeraz mRNA
W’ haglanamaz W’
1 I Translasyon

' Q T7 RNA polimeraz
Lac reprassor protein *
\ G
HC AT mRNA

TT RNA polimeraz il
‘ CAIl'nin transkripsiyonu
- W\}

Translasyon
peT31 plasmid

Biyokimyasal olarak
aktif HC Anprotein

Sekil 3.5 IPTG uygulamasi ile rekombinant protinlerin ekspresyonu [93].

Bakteri kiiltiirleri bolim 2.2.3.5.2 ve 2.2.3.5.3° de anlatildig1 gibi yikandi ve lizis
yapildi. Lizise ugratilan ham ekstraktlarin protein icerigi SDS PAGE ile tespit edildi.
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Sekil 3.6 Ham ekstraktlarin SDS PAGE Sonucu (M:Protein Marker, 1: plasmid
icermeyen E.coli’ye ait ham ekstrakt, 2: Yabani tip HCAII ham ekstrakt)

3.4.2. Yabani ve mutant HCAII’nin saflastirilmasi

IPTG uygulamasi ile tesvigin kontroliinden sonra yabani tip ve mutant enzimler BL-
21(DE3) codon plus E.coli soyunda ekspre edildi. Bakteri kiiltiirlerinin yikama ve lizis
islemlerinden sonra, diyaliz uygulamasi yapilarak ham ekstraktlar sepharose 4-B-L-Tirozin-
stilfanomid afinite kolonu kullanilarak saflastirildi. Yabani tip ve mutant proteinlerin safliklari
SDS PAGE ile kontrol edildi. Ham ekstraktlar 12,5ug, saflastirilan enzimler ise 1,25ug SDS
Page elektroforezine yiiklendi.
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Sekil 3.7. Protein Miktarlarina Gore Afiniteye yiiklenen ham ekstraktlarmn ve saf
enzimlerin SDS Page sonucu (M: Protein Marker, 1:Yabani tip HCAII ham ekstrakt, 2:
Saflagtirilmis Yabani tip HCAII, 3: Asn67izolésin Mutant HCAII ham ekstrakt, 4:
Saflastirilmis Asn67isolésin Mutant HCAII, 5: Lésin204Serin Mutant HCAII ham ekstrakt, 6:
Saflastirilmis Losin204Serin Mutant HCAII)

Afinite kromotografisi ile proteinler saflagtirildi. Kolona ornegin tatbikinden sonra
kolonun yikanmas: siiresince drnekler tiiplere toplandi. Yikama iselmi boyunca 280 nm’de
her tiipiin absorbansi1 alindi. Protein gelmeyinceye kadar yikama islemine devam edildi ve 280
nm’deki absorbansin diisiisii izlendi. Daha sonra kolonda tutunan 6rnegin eliisyonu yapildi.
Kolonun yikanmasi ve eliisyon islemleri siiresince tiiplere toplanan drneklerin 280 nm’deki
protein miktarlart ve hidrataz aktiviteleri Ol¢lildii. Bu olgiimlere bagli olarak olusturulan
saflagtirma grafikleri ve saflastirma tablolar1 asagida goriilmektedir (Sekil 3.8, Cizelge 3.2,
Sekil 3.9, Cizelge 3.3, Sekil 3.10, Cizelge 3.4).
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Aktivite (EU)

1,5 1

—_
|

0,5

—a— Activity (EU)

13 156 17 19 21 23 25
Tiip No

—e— Protein (280nm)

27 29

Protein Miktar1 (280nm

Sekil 3.8 Yabani Tip HCA II saflagtirma grafigi

Cizelge 3.2 Afinite kromatografisi ile saflagtirilan yabani tip HCAII'nin saflagtirma tablosu

Basamak | Hacim | Aktivite | Total Protein Total Spesifik | % Verim Saflastir

(mL) | (U/mL) | Aktivite(U) | (mg/mL) | Protein | Aktivite ma
(U/mg) Derecesi

Yab.Tip. |7 15,12 105,84 1,07 7,49 14,13 100 -

HCAIl

Ham

Ekstrakt

Saf 2 9,835 19,67 0,0722 0,144 136,59 18,59 9,66

HCAII
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Aktivite (EU)

—e— Aktivite (EV)

—a— Protein Miktari (280nm)

Protein Miktar1 (280n1mr

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
Tip No

Sekil 3.9 Asparajin67izolosin Mutant HCAII saflastirma grafigi

Cizelge 3.3 Afinite kromatografisi ile saflastirilan Asparajin67izolosin Mutant HCAII’nin

saflastirma tablosu

Basamak Hacim | Aktivit | Total Protein Total Spesifik | % Verim Saflastir
(mL) e Aktivite | (mg/mL) | Protein | Aktivite ma

(U/mL) | (U) Derecesi

Asn671Leu 8 9,20 73,6 0,465 3,72 19,78 100 -

Mutant

HCAII Ham

Ekstrakt

Saf HCAII 3 1,765 5,295 0,0378 0,113 46,85 7,19 2,36
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—e— Aktivite (EU)

—a— Protein Miktari (280nm)

+ 1,2

- 0,6

- 0,4

Protein Miktar (280n1m

- 0,2

- 0

13 5 7 911131517 192123252729 3133 3537 39 41434547

Tiip No

Sekil 3.10 Losin204Serin Mutant HCAII saflastirma grafigi

Cizelge 3.4 Afinite kromatografisi ile saflagtirilan Losin204Serin Mutant HCAII’ saflagtirma

tablosu

Basamak Haci | Aktivite | Total Protein | Total Spesifik | %Verim Saflastir
m (U/mL) | Aktivite(U) Protein | Aktivite ma
(mL) Derecesi

Losin204Seri | SmL | 29,46 147,3 1,226 6,13 24,02 100 -

n204 Mutant

HCAII Ham

Ekstrakt

Saf HCAII 4 3,73 14,92 0,0103 |0,0412 | 362,13 10,12 15,07

62




3.5. inhibisyon Sonuclar

Calismamizda HCAII enzimin spesifik inhibitorleri olan siilfanomid ve acetazolamid
inhibitdrleri kullanilmistir. Kullanilan inhibitorlerin 1Csy degerlerinin belirlenmesi amaciyla,
sabit substrat konsantrasyonunda her bir inhibit6r i¢in en az bes farkli konsantrasyonda elde
edilen %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilip, %50 inhibisyona neden olan inhibitdr konsantrasyonlari
belirlenmistir. ICsy degerlerinin elde edilmesi i¢in Cizelge 3.5°de belirtilen inhibitor stok
cozeltileri kullanilmistir. Stok ¢ozeltilerden 10-100 kat seyreltme yapilarak uygulanmigtir
Elde edilen veriler Cizelge 3.7°da verilmistir. Bu degerlerin hesaplanabilmesi i¢in her bir
grafikte gosterilen egri denklemlerinden yararlanilmistir. Her bir enzime ait inihibisyon
grafikleri ve 1Cso degerleri karsilastirildiginda yabani tip ve mutant enzimlerin kullanilan

inhiborlere karsi olan ilgilerinin farkli oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.5 Kullanilan Inhibitérlerin Stok Cozelti Konsantrasyonlari

Inhibitor Stok Cozelti Derisimi (M)
Siilfonamid 1x10°M
Asetazolamid 1x10°M
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Cizelge 3.6 Yabani Tip iizerinde calisilan inhibitorlerin 1Csy degerlerinin tespitinde kullanilan
cozeltilerin miktarlari, bu degerlere karsilik gelen inhibitdr konsantrasyonlari ve hidrataz

aktivitesi verileri

TS one W 0T XCF 0ot
1°L1 0ee MW 0T X 5271 0
LT0GT 0t e 01 XCLET 0sl
6¢° 18 one MW 0T % S0 0ot
TEES CTT W01 X L2170 cL
L0 0ee I 0T XCET0 0
W
GO LL LT 0T x FTR00 L
CURL (I]18 "M 0T X570°0 01
Qo1 one onet z 001 1] 1] PRURIOIRIE S Qo
9 oot W 018 00z
6501 el 0T X ¥ AT
0z 0t P FLE 0sl
F 1L cLT .07 XZTE cEl
E&'ck ane .07 2577 0ot
64709 CET I 07 % CL8T ¥
EFCE 0ee 0T %627 0
oot one onet [ oot 1] I PRAFRTIOHELS 0ot
(1)
(uz oo dure 7,
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Cizelge 3.7 Asparajin67izoldsin 67 Mutant HCAII iizerinde ¢alisilan inhibitdrlerin ICsg

degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari, bu degerlere karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlar1 ve hidrataz aktivitesi verileri
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Cizelge 3.8 Losin204Serin Mutant HCAII iizerinde caligilan inhibit6rlerin ICsy degerlerinin

karsilik gelen inhibitor

bu degerlere

kullanilan ¢d6zeltilerin - miktarlari,

tespitinde

konsantrasyonlar1 ve hidrataz aktivitesi verileri
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Sekil 3.11 Siilfonamitin saflastirilmig yabani tip HCAII enzimi {izerine inhibisyon grafigi
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Sekil 3.12 Asetazolamidin saflastirilmig yabani tip HCAII enzimi iizerine inhibisyon grafigi
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Asn671Leu 67 Mutant HCAII
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Sekil 3.13 Siilfonamitin saflastirilmis Asparajin67izoldsin Mutant HCAII enzimi iizerine
inhibisyon grafigi
Asn671Leu Mutant HCAII
120 -
100 4
=)
= 80
2
= 60 -
< 40
NS
20 -
0 T T T - T ﬁ\\\e 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
[Asetazolamid] x10”° mM

Sekil 3.14 Asetazolamidin saflastirilmis Asparajin67izoldsin Mutant HCAII enzimi iizerine

inhibisyon grafigi
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Losin204Serin HCAII
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Sekil 3.15 Siilfonamitin saflastirilmis Losin204Serin Mutant HCAII enzimi iizerine

inhibisyon grafigi
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Sekil 3.16 Asetazolamidin saflastirilmis Losin204Serin Mutant HCAII enzimi iizerine

inhibisyon grafigi
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Cizelge 3.9 Yabani tip HCAII, Asparajin67izoldsin Mutant HCAII, L&sin204/Serin204

Mutant HCAII enzimlerinin ICsy degerleri

Enzim Siilfonamid Asetazolamid

Yabani Tip HCAII ICso=2.48x10" M ICso=0,2768x10~ mM
Asparajin67izoldsin ICso=2,1x10" M ICso=0,0285 x10~ mM
Mutant HCAII

L3sin204Serin IC50=2,52x10" M ICso= 0,422 x10~ mM
Mutant HCAII
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4. TARTISMA VE SONUC

Karbonik anhidraz enzimleri canlilarda CO, molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCO;s’
iyonunun dehidratasyonunu katalizleyen Zn™ iyonu iceren bir metaloenzimdir. Son 20 yildir
CA enzimini katalitik mekanizmasii aydinlatmayr amaglayan c¢alismalar yapilmistir. Bu
caligmalarla elde edilen sonuglara gére, CA enziminin metabolizmada son derece Onemli
gorevleri olmasi, ¢ozelti ortaminda kararli olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesini
kaybetmeden uzun siire saklanabilmesi gibi avantajli 6zelliklere sahip oldugu anlagilmistir.
Yapilan caligmalar sonucu Karbonik Anhidraz enziminin, genel olarak metabolik CO;
transportunu  saglamanin yam sira, bircok dokuda H' ve HCO; iyonlarmnin birikimini
saglayarak, viicut sivilarinin dengelerinin kurulmasinda rolii oldugu ortaya ¢ikartilmistir [1-

16].

CA’lar, a-, B-, y-, 8- ve e-CA olmak lizere bes CA gen ailesi olarak siniflandirilmistir.
Simdiye kadar insanlar1 da kapsayan yiiksek omurgalilarda, ¢ok farkli hiicresel yerlesimler ve
doku dagilimlar1 ile, 14 farkli o-CA izoenzimi tanimlanmistir. Karbonik anhidraz
izoenzimlerinin hiicresel dagilimlari, kinetik 6zellikleri ve inhibisyon profilleri agisindan
faklilik gosterdigi tespit edilmistir. Sitoplazmada bulunan CA II izoenzimi, izoenzimler
arasinda turnover sayist 600.000 s ile en hizli olanidir. CAII izoenzimine insan doku ve
organlarinda yaygin olarak rastlanmaktadir [3-7]. Sindirim sistemi dig salgi bezlerinde, mide
de onikiparmak bagirsagi, ince bagirsagin iist ve alt yarisi, kor bagirsak, rectum da ve Brunner
bezlerinde ekspre olmaktadir. CA II karaciger hepotositlerinde ve safra kanali epitel
hiicrelerinde ~ varligi  gosterilmistir.  Pankreasta, kanal  epitelyal hiicrelerinde
immiinohistokimyasal olarak gézlenen CA II pozitif sinyallerine rastlanmistir. Bobrek tiibuler
hiicrelerinde ve iiriner asidifikasyona dagildigi, bobrek toplama kanallarinda ekspre olur.
Ayrica CA II merkezi sinir sistemi, insan adrenal ve pitiiitrin bezleri, akciger alveollerini
astarlayan epitel hiicreleri, insan plasenta, cenin membranlari, iireme sisteminin birgok dokusu
ve osteoklast gibi bir¢ok farkli doku ve organda ekspre olur. CA II, choroid plexus (goziin
damar tabakasinin arka pargasindaki sinir agi1)’da iiretilen sivinin pH’ 11 diizenler ve gozdeki

humor akozilin olusumuna katilir [17, 18].

Karbonik anhidraz enzimleri R-SO,NH, kimyasal yapisina sahip siilfonamidlerle

inhibe edilirler. Siilfonamidlerin en ¢arpici 6zelliklerinden birisi:
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R-SO,NH, R-SO,NH +H "

denklemine gore kolaylikla iyonik yap1 kazanmaktadirlar. Bu 6zelligi, CA enzimi iizerine
inhibisyon etkisi i¢in son derece dnemlidir. Siilfonamidlerin bu hidrofilik bolgesine ilaveten,
aromatik ve heteroaromatik hidrofobik bdlgelere sahiptir. Siilfonamidlerin enzimle
etkilesmesi, oncelikle R-SO,NH" bilesigindeki N atomunun CA enziminin aktif bdlgesinde
bulunan Zn™ ile iyonik baglanmasi ile olurken, ikinci olarak da hidrofobik etkilesmelerle
inhibitoriin enzime baglanmasi ile bu etkilesme tamamlanmis olur. Siilfonamidlerin karbonik
anhidraz enzimine giiclii bir sekilde baglanmasi bu iki etkinin toplaminin bir sonucudur.
Stilfonamidlerin karbonik anhidraz enzimine giiglii bir sekilde baglanmasi bu iki etkinin
toplaminin bir sonucudur. Ancak bu sonucun yaninda, substitiie ya da alkil siilfonamidlerin
enzime baglanmasinda sadece hidrofobik etkilesmeler oldugu i¢in, aromatik ve heterosiklik
yan grup tasiyan siilfonamidlere gore daha zayif inhibitér olma &zelligi gdsterirler. Inorganik
anyonlarda yalnizca hidrofilik baglanma mevcuttur. Bu nedenle CA enzimi {izerinde,

siilfonamidler kadar giiclii bir inhibisyon kuramazlar [19, 20].

\ -0 CH;

§$=——=0
CH 0
. 0 ’ Thr!®
N e P
HN/ \o O0----- — O H 3
\ / / \ / Zn
Zn® H Zn™
) NHj NH;
NH;
(a) ®) o

Sekil 4.1 Siilfonamidlerin karbonik anhidraz enzimine baglanmasi [19].

Karbonik anhidraz izoenzimleri katalitik aktivitelerindeki farklilar1 gibi inhibitorlere
olan ilgileride faklilik gostermektedir. Siilfonamidler basta glaucama olmak tizere kanser, bazi
norolojik hastaliklarda hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hastaliklarin tedavi ve teshisinde, CA inhibitorlerinin 6nemi, Glaucoma hastalig1 tedavisi igin
CA enzimi {lizerinde yapilan inhibisyon calismalariyla ortaya c¢ikarilmistir. Giinlimiizde,
inhibitorler basta Glaucoma tedavisinde ilag, antitiimdr, agr1 kesici, epilepsi ve norolojik

rahatsizliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans (MRI)
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belirlenmesinde diagnostik teshis materyali, antiiilser, diiiretik ilaglarin gelistirilmesinde yol
gosterici olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple, CA enziminin inhibisyon mekanizmasinin
bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi agisindan ¢ok biiylik 6nem kazanmistir. Farkli
CA izoenzimlerinin aktivitelerinin temel prosesinin anlasilmasi, yeni ilaglarin ve tedavi

araclarinin gelistirilmesine firsat vermektedir [22, 39, 40, 41].

Glaucoma, goz i¢i s1vi kanallarinin kismen ya da tamamen tikanmasi sonucu, goz igi
basincinin anormal boyutlarda yiikselmesiyle olusur. Basincin bu derece artmasi retina ve
optik sinirlere zarar vererek doniigiimsiiz korliige neden olabilmektedir. G6z i¢i basincinin
g0z i¢i s1visi yani humor akdz ile kontrol edilir. Humor akdziin salgilanmasinda CA enzimi,
HCOj;™ iyonu birikimini sagladigindan uyaric1 bir etki gosterir. Bu enzimin inhibisyonu
sonucu goz i¢i sivisinin salgilanma orami yaklagik yar1 yariya azalmakta, goz icerisindeki
osmotik basing ve dolayisiyla goz i¢i basinci kontrol altinda tutulabilmektedir. Bu bilgiler
1s18inda karbonik anhidraz inhibitorleri 40 yili askin bir siiredir Glaucoma hastaliginin
tedavisinde kullanilmaktadir [19, 20]. Ancak terapatik madde olarak kullanilan inhibitdrlerin
oldukca biiyiik bir aile ile temsil edilen ve organizmada hemen hemen her dokuda bulunan
0zgiin karbonik anhidraz izoenzimlerine kars1 spesifitileri olduk¢a azdir. Klinikte kullanilan
stilfonamidlerin, izoenzime spesifik olmadiklar1 i¢in tedavi siirecinde ve sonrasinda pek ¢ok

yan etkisi ortaya ¢ikmaktadir [22].

Yiiksek g6z ici basinci ile (IPO) ortaya ¢ikan glaucoma en ciddi goz hastaliklarindan
birisidir. Glaucoma goz hastaliklar1 i¢inde % 15-20 orami ile korliige neden olan bir goz
hastaligidir. GOz retinasinda bulunan HCAII g6z i¢i basinct olusumunun baglica
sorumlusudur. Glaucomlu hastalarda [PO’yu diisiirmenin en etkili yolu HCAII aktivitesini
bloke etmektir. Bu amacla basta asetazolamid olmak iizere heteroaromatik siilfonamidler uzun
yillardan beri kullanilmaktadir. Ancak oral yolla verilen s6z konusu bilesiklerin HCAII
yaninda diger izoenzimleride inhibe etmesi Onemli yan etkiler ortaya cikarmaktadir. Bu
amacla HCAII enzimine spesifik diger sililfonamid tiirevleri sentezlenmis ve inhibisyon
etkileri aragtirllmistir. Ancak yapilan ¢alismalar sonucu klinikte kullanilan asetazolamid

bilesiginden yan etkileri daha az daha giiclii bir inhibitor sentezi basarilamamistir [19, 20].

Aragtirmamizda yonlendirilmis mutagenez Asparajin 67 aminoasiti Izolsin, Ldsin
204 aminoasiti Serin aminoasitine degistirilmistir. Enzimdeki aminoasit degisimleri

yonlendirilmis mutagenez teknigi ile yapilmistir. Yonlendirilmis mutagenez, protein yapi-
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islev iligkilerinin incelenmesi ve protein miihendisliginde kullanilan gii¢lii bir aragtir. Bu
yontem aragstiricilara proteinin yapisinda spesifik degisimler yapabilmeyi saglar. Gilinlimiizde
yonlendirilmis mutagenez en iyi sekilde sentetik oligoniikleotidler kullanilarak PCR teknigi
ile basarilmistir. Oligoniikleotidler ile yabani tipteki catida istenilen dizi basit bir sekilde
olusturulmaktadir. Giinlimiizde sentetik oligoniikleotidlerin saglanmasi ucuz ve kolaydir.
Oligoniikleotid-yonlendirilmis mutagenez reaksiyonlar: dogru sonuglar vermektedir [61-67].
Calismamizda ilk olarak oligoniikleotit yonlendirilmis mutagenez yontemine dayali olarak

gelistirilen Stratagene quick change site directed mutagenez kiti kullanilmistir [88].

Bu yontemde, bir ekspresyon vektoriine klonlanmig olan gen, direkt olrak mutageneze
tabi olmakta ek klonlama islemine gerek duyulmamaktadir. Ayrica ¢ift zincirli DNA kaynagi
kullanilabilmektedir. Istenilen mutasyonu tasiyan , birbiri iizerine tam olarak ¢akisan sentetik
primerler ve uzun DNA parcalarmi (plasmid gibi) amplifike edebilen Taq polimeraz gore
daha diisiik mutasyon yapan pfu turbo enzimi ile mutasyon ger¢eklesebilmektedir. Mutasyon
tagimayan kalip zincir daha fazla metilenmis oldugu icin, metillenmis DNA ya spesifik olan
Dpnl enzimi ile kesilerek degrede olmustur. Yeni sentezlenmis ve g¢entikler igeren plasmid

E.coli XLL1-BLUE hiicrelerine transforme edilir.

PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen mutant plasmidler otomatik dizi analizine
gonderilmis ve istenilen mutasyonlarin varligi tespit edimistir. Elde edilen dizi analizi
sonuglart bolim 3 Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°de goriilmektedir. Dizi analizi ile istenilen

mutasyonlarin varligi tespit edildikten sonra protein ekspresyonu basamagina gecilmistir.

E.coli’nin BL-21 soyu rekombinant protein ekspresyonunda sahip oldugu o6zellikleri
acisindan yaygin olarak kullanilir. Bu hiicreler T7 RNA polimeraz genin igerirler. Ayrica
IPTG ile tegvik edilebilirler. Sentezlenen proteinin degrede edebilen bazi proteazlar agisindan
eksiktir. Bu caligmada pET ekspresyon sistemi icin uygun olan bu soy tercih edilmistir.
Oncelikle plasmid DNA, BL-21(DE3) E.coli soyuna béliim 2.2.3.4’de anlatilan 1s1 soku
uygulamasi ile transforme edilmistir. pET plasmidin ampisilin diren¢ geni tasimasi
ozelliginden yaralanilarak ampisinli ortamda plasmid tasiyan bakteriler secilmistir.
Ekspresyonun kontrolii i¢in plasmid icermeyen ve iceren bakteri hiicrelerinde deney
kurulmustur. Kontrol grubu ve deney grubu ayni sartlarda biiyiitiilmiistiir. Kiiltliriin biiyiime
egrisi her saat 550 nm’de optik yogunluklarinin dl¢iilmesiyle belirlenmis ve OD 559 =0,6-0,8’¢

ulastiginda 250uL SmM ZnCl, ve 400uL 0,1M IPTG bakteri kiiltiirtine eklenmistir. Kiiltiir
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30°C* de 300 rpm’de biiyiimeye birakilmistir. Boylece ekspresyon tesvik edilmistir.
Ekspresyon sonrasi bakteri hiicreleri liziz edilerek ham ekstraktlar SDS Page elektroforeziyle
kontrol edilmistir. Sonucta plasmid igermeyen kontrol grubunda HCAII enzimi
gozlenmemistir. Plasmid igeren deney grubunda HCAII enziminin ekspresyonu gézlenmistir.

Sonuglar boliim 3 sekil 3.6’de gosterilmistir.

Ekspresyon c¢alismasi yabani tip HCAIL, Asn67isoldésin  Mutant HCAII ve
Losin204Serin Mutant HCAII enzimleri i¢in yapilmistir. Ekspresyon IPTG ile tesvik
edilmigtir. Saflagtirma islemi i¢in protein saflastirma tekniklerinin etkili yontemlerinden biri
olan afinite kromatografisi kullanilmistir. Afinite jelinin sentezlenmesi ii¢ ayri reaksiyonla
gerceklestirilmistir. Jel ilk olarak CNBr ile aktiflestirilmis, daha sonra uzanti kolu gorevi
goren L-Tirozin ve ligand olarak da p-nitrobenzen siilfonamid bilesigi baglanmistir.
Stilfonamid karbonik anhidraz enziminin spesifik inhibitérii olup, s6z konusu enzimleri
kolonda yiiksek pH’da baglamaktadir. Saflastirilan enzimin saflik kontrolii SDS-PAGE
yontemi ile yapilmistir. Sekil 3.7°de saflagtirilan enzimlerin net ve tek band verdigi

goriilmektedir.

Calisma boyunca kalitatif protein tayini i¢in Bradford yontemi kullanilmistir [94].
Yontem, proteinlerin fosforik asitli ortamda Coomassie-Brilliant Blue G-25 boyasi ile
komplekslesme prensibine dayanir. Kullanilan boya negatif yiikliidir ve pozitif yiiklii
proteinleri baglayarak kirmizi formdan (Ap.x=465 nm), mavi forma doniisiir (Aax=595 nm).
Reaksiyon boyunca s6z konusu renk yaklasik 1 saat kararli haldedir ve olusan renk siddeti pH
degerine baghdir. Calismamizdaki kalitatif tayinler i¢in bu yontemin tercih edilme nedeni;
yontemin, kisa silirede uygulanabilir olmasi, protein-boya kompleksinin uzun siire stabil
kalmasi, bozucu faktorlerin az olmasi ve enzim ¢ozeltilerinin pug diizeyinde protein

bulundurmasidir.

CA enziminin aktivite 6l¢iimii icin, Maren ve arkadaglarinin modifiye ettigi CO,-
hidrataz aktivitesi adi verilen Wilbur-Andersen yontemi kullanilmistir. Yontemde CO,’in
H,O0 ile reaksiyona girmesi ile olusan H,CO3; molekiiliiniin H' ve HCO5 iyonlaria ayrisarak,

ortamin pH degerini degistirdigi siire dl¢iilmektedir [97].

Aragtirmamizda ilk olarak Asparajin 67 aminoasiti Izoldsin aminoasitine

degistirilmistir. Asn67lle mutant HCAII afinite kromotografisi ile saflagtirilarak CA
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inhibitorleri olan siilfonamid ve asetazolamid karsi ilgileri arastirilmistir. Siilfonamid
inhibitorii igin yabani tip HCAII enziminin ICsy degeri 2.48x10” M olarak, Asn67isoldsin
Mutant HCAII enziminin ICsy degeri 2,1x10° M bulunmustur. Asetazolamid inhibitérii i¢in
yabani tip HCAII enziminin ICso degeri 0,2768x10” mM, Asn67isoldsin Mutant HCAII
enziminin ICsy degeri 0,0285 x107 mM bulunmustur. Asn67Ile mutant HCAII’'nin her iki
inhibitore karsi ilgisinin arttig1 gézlenmistir. Bu durum hidrofobik etkilesmenin artmasi ile
aciklanabilir. Ozellikle daha hidrofobik yapiya sahip olan asetazolamidde bu etkinin daha

fazla olmasi diisiincemizi daha da dogrulamaktadir.

] iy
o o=~ r
47 N M—N 0
(a) (b)

Sekil 4.2 (a) Siilfonamid ve (b)Asetazolamid molekiil formiilleri

1997 yilinda Hammarstrom ve arkadaglari HCAII enziminde 3. B zincirde yer alan
Asparajin 67 aminoasitini Sistein amino asitine degistirmisler ve 7. B zincirde yer alan
Sistein206 amino asitini piirin prob i¢in baglanma bolgesi olarak kullanilmistir. N67C/C206
mutant enzimi spesifik enzimatik aktivitesi yabani tip enzim ile karsilastirilmistir. Sonugta

%88 enzimatik spesifik aktivitenin yabani tip enzim ile ayn1 oldugu tespit edilmistir [54].

Arastimamizda ikinci olarak hidrofobik etkilesmenin Onemini ve inhibisyon
mekanizmasini daha ayrintili agiklanabilmesi amaci ile hidrofobik aminoasit Losin 204,
hidrofil aminoasit Serin ile degistirilmistir. Siilfonamid inhibitérii i¢in yabani tip HCAII
enziminin ICsy degeri 2.48x10° M olarak, L6sin204Serin Mutant HCAII enziminin ICs
degeri 2,52 x10” M bulunmustur. Asetazolamid inhibitorii icin yabani tip HCAII enziminin
1Cso degeri O,2768xlO'3 mM, L6sin204Serin Mutant HCAII enziminin ICso degeri 0,422 x107

mM bulunmustur. Elde edilen proteinin inhibitorlere karsi ilgisinin azaldig1 tespit edilmistir.

1992 yilinda Taoka ve arkadaglari HCAIl enziminde L&sin204 aminoasitini

yonlendirilmis mutagenez ile Glutamik asit 204 aminoasitine degistirilmislerdir.. Mutant
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enzimin CO, hidratasyon ve 4-nitrofenil asetat hidroliz aktiviteleri yabani tip enzim ile

karsilastirildiginda diisiik sonuglar elde etmislerdir.[50].
Sonug olarak arastirmamizda elde edilen bulgularin inhibisyon mekanizmasiin daha

ayrintili aydinlatilmasima 6nemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz. Boylece HCAII’ye karsi

daha giiclii ve etkili inhibitorlerin gelisimine katki saglanacaktir.
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EK SEKILLER

Aminoasit Kisaltma |Tek harf kisaltma |\mRNA kodonlar

Alanine Ala A GCA GCC GCG GCU

Arginine Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Asparagine Asn N AAC AAU

Aspartic acid Asp D GAC GAU

Cysteine Cys C UGC UGU

Glutamic acid Glu E GAA GAG

Glutamine Gln Q CAA CAG

Glycine Gly G GGA GGC GGG GGU

Histidine His H CAC CAU

Isoleucine Ile I AUA AUC AUU

Leucine Leu L CUA CUC CUG CUU UUA UUG
Lysine Lys K AAA AAG

Methionine* Met M AUG

Phenylalanine Phe F UuC UUU

Proline Pro P CCA CCC CCG CcCU

Serine Ser S AGC AGU UCA UCC UCG UCU
Threonine Thr T ACA ACC ACG ACU
Tryptophan Trp w UGG

Tyrosine Tyr Y UAC UAU

Valine Val \Y GUA GUC GUG GUU

Stop codons UAA UAG UGA

Sekil A.1 Aminoasit kodon sifreleri ve kisaltmalar1 [100].
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L-Arginine (Arg / R) IIil-)Asparagme (Asn/ If)-)Aspartlc acid (Asp/

OH
HENW

L-Glycine (Gly / G)

L-Glutamic acid (Glu / L-Glutamine (Gln /
L-Cysteine (Cys/C) E) L-Glutamine (Gln / Q)

H;

OH
HsM

)

L-Lysine (Lys / K)
L-Isoleucine (Ile / ) L-Leucine (Leu/L)

F)

L-Threonine (Thr / T) L-Tyrosine (Tyr/Y) L-Valine (Val/ V)

L-Tryptophan (Trp / W)

Sekil A.2 20 aminoasidin sembol ve agik yapilari [101].
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Sekil A.3 DNA Marker [102].
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Sekil A.4 Protein Marker [103].
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