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OZET

MAYA KARBONIK ANHIDRAZININ EKSPRESYONU,
SAFLASTIRILMASI, ELEKTROFORETIK VE KINETIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Semra ISIK

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

(Doktora Tezi / Tez Damismani: Prof.Dr. Oktay ARSLAN)
(ikinci Damsman: Do¢.Dr. Feray KOCKAR)

Balikesir, 2008

Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1) CO, molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCOj3
iyonunun dehidratasyonunu katalizleyen, Zn®* iyonu igeren bir metaloenzimdir. Biitiin
bilinen CA’lar a, B, y, 0 ve &-CA olmak iizere bes CA gen ailesi olarak smiflandirilmistir.
Maya CA enziminin de ait oldugu B-CA smifinin izoformlari, yiiksek bitkilerde ve
siyanobakterileri de igeren alglerde yaygindir. B-CA’lar genellikle 2-6 monomerden olusan
oligomerlerdir.

Bu calismada, bazi klinik siilfonamitlerin Maya CA iizerinde inhibisyon etkileri
arastirilmistir. Bu amagla maya genomik DNA’s1 izole edilerek PCR’a dayal teknik ile
NCE103 geni ¢ogaltilmistir. Bu gen pGEM-T vektoriine ve daha sonra pET21a ekspresyon
vektoriine klonlanmistir. Maya CA enziminin ekspresyonu FE.coli BL21(DE3) igerisinde
gerceklestirilmigtir. Hiicre ekstraktindan Maya CA enzimi Jel Filtrasyon Kromatografisi ile
saflagtirilmig ve enzimin safligi1 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile tespit edilmistir. Enzim aktivitesi ve inhibisyon ¢aligmalar1 Stop-Flow cihazi ile
yapilmugtir. Klinik amagh kullanilan 15 farkli siilfonamit tiirevlerinin Maya CA’ya karst
inhibisyon etkileri incelenmistir.

Bu amagla her bir bilesik igin ICsy (%50 inhibisyona neden olan inhibitor
konsantrasyonu) degeri saptanmustir. Bu degerler sirasiyla; Asetazolamit i¢in 8.27x10" M,
Metazolamid i¢in 8.61 x 10° M, Etokszolamid i¢in 5.41 x 10° M, Diklorfenamid igin
5.73 x 10°M, Dorzolamid icin 7.35 x 10 M, Brinzolamid i¢cin 7.58 x 10° M, Benzolamid
icin 7.37 x 10° M, Topiramat igin 7.35 x 10° M, Sulpirid i¢in 8.74 x 10° M, Indisulam i¢in
8.93 x 10° M, Zonisamid igin 6.29 x 10° M, Valdekoksib i¢in 1.04 x 10 M, Selekoksib i¢in
7.41 x 10° M, Sulthiam i¢in 1.51 x 10° M, Sakarin icin 6.43 x 10* M olarak tespit
edilmigtir.

ANAHTAR SOZCUKLER : Karbonik anhidraz, B-CA, maya CA, klonlama, ekspresyon,
inhibisyon, siilfonamid
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ABSTRACT

EXPRESSION AND PURIFICATION OF YEAST CARBONIC ANHYDRASE
AND INVESTIGATION OF ITS ELECTROPHORETIC AND KINETIC
PROPERTIES

Semra ISIK

Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry

(PhD. Thesis / Supervisor : Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
(CoSupervisor: Assoc. Prof. Dr. Feray KOCKAR)
Balikesir-Turkey, 2008

Carbonic anhydrase (CA, EC 4.2.1.1) is a Zn>" containig metalloenzyme which
catalyses the reversible hydration of CO, to the bicarbonate ion. All known CAs can be
grouped in five evolutionarily unrelated CA families designated a-, B-, y-, 6-, e-CA. B-CAs,
in which yeast CA belongs, are common in higher plants and algae including cyanobacteria.
B-CAs are usually oligomers, generally formed of two to six monomers.

In this study the inhibition effects of some clinical sulfonamides on yeast CA were
investigated. For this purpose yeast genomic DNA was isolated and NCE103 gene was
amplified by PCR based strategy. NCE103 gene was cloned into pGEM-T vector and
subsequently into pET21a expression vector. The exypression of yeast CA was performed in
E.coli BL21(DE3). Yeast CA was purified by Gell Filtration Chromatography. The purity
of enzyme was determined by Sodium Dodesyl Sulfate Polyacrilamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE). Enzyme activity and inhibition studies were performed by Stop Flow
spectrophotometer. The inhibition effects of 15 clinicaly used sulfonamides on yeast CA
were investigated.

Inhibition for yeast CA was calculated as ICsy value. 1Cs values were determined as
8.27x10*M (mol/L) for Acetazolamide, 8.61 x 10° M for Metazolamide, 5.41 x 10° M for
Ethoxzolamide, 5.73 x 10° M for Dichlorophenamide, 7.35 x 10° M for Dorzolamide,
7.58 x 10° M for Brinzolamide, 7.37 x 10° M for Benzolamide, 7.35 x 10° M for
Topiramate, 8.74 x 10° M for Sulpiride, 8.93 x 10° M for Indisulam, 6.29 x 10°M for
Zonisamide, 1.04 x 10° M for Valdecoxib, 7.41 x 10°® M for Selecoxib, 1.51 x 10° M for
Sulthiame and 6.43 x 10 M for Saccharin respectively.

KEY WORDS: Carbonic anhydrase, B-CA, yeast CA, clonning, expression, inhibition,
sulfonamide
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1. GIRIS

Karbonik anhidraz (CA), biitiin organizmalarda bulunan Zn"* iyonlu bir
metaloenzimdir (Karbonat Hidroliyaz E.C.4.2.1.1). ilk olarak, sigir eritrositlerinde
kesfedilen karbonik anhidraz, canlilarda CO, molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCO5"

iyonunun dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir [1,2].

CO, + H,0O H,CO; HCO5 + H'

Biitiin bilinen CA’lar, o-, B-, y-, 6- ve e-CA olmak {izere bes CA gen ailesi
olarak smiflandirilmistir[3-7]. a-sinifinin birgok izoformu biitiin omurgali dokularda
bulunur. Bunun disinda, B-smifinin  izoformlari, yiiksek bitkilerde ve
siyanobakterileri de igeren alglerde yaygindirlar. B ve y izoformlari, basta bakteriler
olmak tizere prokaryotlarin genis bir araliginda bulunur. Tek 6-CA, marine diatom
Thalassosira weissfloggi’de saptanmigtir [8-10]. e-sinifinin  temsilcisi  son

zamanlarda kemolitotrofik bakteride kesfedilmistir [7].

Detayli kinetik ve yapisal ¢alismalar sadece a- , B- , y- ve 0-CA’lar igin
bulunmaktadir [6,9,11]. Bagmmsiz orijinlerine ragmen bu smiflar yaygin olarak
katalitik aktivite igin 6nemli olan aktif bolgelerinde bir Zn>" iyonu igerirler. Ayrica,
tiim tiirlerin reaksiyon mekanizmalarinin benzer olmasi da dikkat ¢ekmektedir. S6z
konusu mekanizmaya gore reaksiyon iki basamakta gerceklesir. Birinci basamak,
enzimin aktif bolgesinde bulunan c¢inkoya bagli bir hidroksit iyonunun karbon
dioksite niikleofilik atagm kapsar. ikinci basamak ise ¢inkoya bagli su molekiiliiniin
iyonlagsmast ~ ve bir protonun aktif bolgeden taginmasi ile aktif bdlgenin

rejenerasyonudur [6].

Insanlar1 da kapsayan yiiksek omurgalilarda, ¢ok farkli hiicresel yerlesimler
ve doku dagilimlar ile, 16 farkli a-CA izoenzimi veya CA-iligkili protein (CARP)
saptanmistir (Cizelge 1.1, Sekil 1.1). Bes tane sitozolik formu (CA I, II, III, VII ve



XIII), bes tane membrana bagli (CA 1V, IX, XII, XIV ve XV), iki mitokondriyal
form (CA VA ve VB) ve bir salg1 CA izoenzimi CA VI (tiikiiriik ve siitte) vardur.
Ayrica g¢ekirdekte bir tane NonO/p54nrb formu tespit edilmistir [12,13]. Ek olarak
CA gen ailesine ait olan ii¢ tane CA-iligkili protein (CARP) vardir [14].

Cizelge 1.1 Yiiksek omurgalilarda a-CA izoenzimleri, onlarm nispi CO; hidrataz
aktiviteleri, siilfonamid inhibitorlerine karsi afiniteleri ve hiicre i¢cindeki yerlesimleri
[12].

Katalitik aktivite (CO, Stilfonamidlere
[zoenzim hidrasyonu) kars1 afinite Hiicre i¢i yerlesme
CAl Diisiik(CA II'nin %10°u) | Orta Sitoplazma
CAll Yiiksek Cok yiiksek Sitoplazma
CAIII Cok diisiik Cok diisiik Sitoplazma
CAIV Yiiksek Yiiksek Membrana bagl
CA VA Orta derece — Yiiksek* Yiiksek Mitokondri
CA VB Yiiksek Yiiksek Mitokondri
CA VI Orta derece Yiiksek Tiikriik/siit’te salg1
CA VII Yiiksek Cok yiiksek Sitoplazma
CARP VIII Akatalitik 0 Sitoplazma
CA IX Orta derece Yiiksek Transmembran
CARP X Akatalitik 0 Sitoplazma
CARP XI Akatalitik 0 Sitoplazma
CA XII Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XIII Orta derece Orta - Yiiksek Sitoplazma
CA XIV Diisiik Yiiksek Transmembran
CA XV Diisiik Bilinmiyor Membrana bagl

* pH 7,4°te orta derece, pH 8,2 veya daha yliksekte yiiksek aktivite. [ dogal CARP
proteinleri Zn(Il) igermezler, bundan dolay1 onlarin siilfonamidlere karsi afiniteleri
Olgiilememistir.

Eritrosit CA’smin en Onemli fonksiyonu, doku kilcal damarlarinda,

metabolizma iirlinii olan CO,’i H>COs’e, akciger pulmoner kapilerde ise H,COj3’in



COy’e doniismesi reaksiyonunu katalizleyerek, solunum olaymda yer almaktadir.

Katalizlenen reaksiyon sekildeki gibidir.

H' + HCO; = ~ H,CO;

[

H,0 + CO,

Bobrek tubiillerinde ise, aym reaksiyonlarla, Na' ve H,O geri emilimini
saglamaktadir. Diger dokularda da yine yukaridaki reaksiyonlarda belirtildigi gibi,
CO, transferini, ya da H' iyonu birikimini temin ederek, hiicre icin gerekli ortami
meydana getirir. Nitekim omurgalilarin kan ve hiicreler arasi sivisindaki en 6nemli

tampon bikarbonat tampon sistemidir [15,16].

1.1 Karbonik Anhidrazlarin Dagilimi

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar sonucu, prokaryotlarin ¢ogunda CA’larin
varligi ortaya ¢ikmustir. Prokaryotlarda bu enzimlerin solunum, CO,’in tagimnmasi ve
fotosentez gibi dnemli fonksiyonlara sahip oldugu saptanmistir [5]. Pek ¢ok bakteri
tiiriinden o- , p- ve y-CA’lar1 saflastirilmustir.  Ornegin, Neisseria spp., E.coli,
Synechocystis spp., Asetobacterium woodi, Anabaena variabilis ve Rhodospirillum
rubrum’da [5,17-19]. Patojenik bakteri olan Helicobacter pylori ve Neisseria
gonorrhoeae’den bazi o-CA’larin saflagtirilmast ve karakterizasyonu yapilmistir
[18-20].  Krungkrai ve ark. malaryaya neden olan Plasmodium falciparum
protozoaninda iki farkli a-CA’nmn varligini kesfetmislerdir [21]. Heinhorst ve ark.
Halothiobacillus neapolitanus’tan CA saflastirmiglar ve karakterizasyonunu

yapmislardir [22].

Yiiksek bitkiler, algler ve siyanobakterilerde {i¢ CA ailesinin biitlin liyeleri
bulunmaktadir. Orn: Arabidopsis verilerinin analizi, bu bitkide en az 14 farkli CA
enziminin varhigint gostermektedir [23]. Alglerde, CA’lar mitokondri, kloroplast

tilakoidi, sitoplazma ve periplazmik boslukta bulunurlar [23-25].  Archaeon



Methanosarcina thermophila’dan, kirmzi alg olan Porphyridium purpureum ve

dikotil bir bitki olan Pisum sativum’dan CA izoenzimleri saflagtirilmistir [26-28].

Insanlardaki CA’nin tiim izoformlar1 iizerinde ¢alismalar yapilmistir. Tavsan,

rat, balik, maymun, deve kusu, sigir CA’lar1 saflastirilmigs ve bu enzimlerin bazi
ozellikleri incelenmistir [29-32].
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Sekil 1.1 Bazi CA izoenzimlerinin hiicredeki lokalizasyonlari [34].

1.2 CA Ailesinin Simiflandirilmasi

Memeli ve bitki enzimlerinin dizi analizleri ve kristal yapilarinin

karsilastirilmasi sonucu s6z konusu izoenzimlerin belirli oranda farkli olduklar1 ve
a- , B-, y-, 0- ve e-sinift seklinde sniflandirildig: literatiirde anlagilmaktadir. Bu
smiflarm Onemli bolgelerde aminoasitlerinin farkli olmasi, katlanmalarinin ve

dolayistyla yapilarinin da farkli olmasina sebep olmaktadir. Ancak yukarida



belirtildigi gibi aktif bolgelerinde Zn** atomu igermesi ve reaksiyon mekanizmasmin
ayni olmasi son derece ilgingtir. Biitlin bunlara ragmen CA’nin canh
organizmalardaki dagilimi tam olarak aydinlatilmamig bir konudur. Bitkilerde
CA’larn ilk ti¢ ailesinin hepsi bulunmaktadir, Arabidopsis thaliana genomunda
tciliniin de bulunmasi gibi. Chlamidomonas reinhrdtii’de a-CA ve B-CA’nin

bulundugu bilgisi de bir drnektir [23,35].

1.2.1 o-Smmfi CA

Katalizin mekanizmasi bakimindan simdiye kadar en iyi g¢alisilan ve en
yaygm dagilimi olan smiftir. a-CA’lar hayvanlar, bitkiler, eubakterilerde ve
virlislerde tespit edilmistir. a-CA’larin yillarca hayvanlarda bulundugu bilinmesine
ragmen, son zamanlarda bitkilerde de bulunmustur. insanlarda 16 farkli a-CA
izoenzimi veya CA aktivitesi olmayan CA-iliskili proteinler (CARP) saptanmistir.
X-ray kristalografik veriler, metal iyonunun 15°A derinligindeki aktif bolgede
bulundugunu gosterir. Enzimatik olarak aktif olan biitin CA’larda Zn*" iyonu ii¢
histidin rezidiisii ve bir su molekiilii/hidroksil iyonu tarafindan koordine edilmistir
(Sekil 1.2A). Insan CAII izoenzimindeki histidin rezidiileri H94, H96 ve H119’dur.
Bu histidinler ve aktif bolgedeki bazi rezidiiler biitiin aktif o-CA’larda korunmustur.
Aktif merkezde Zn*" iyonu ile koordine olan su, ayn1 zamanda Thr199’un hidroksil
kismu ile hidrojen bagi olusturmustur. Thr199, Glu106’nin karboksilat kismi ile de
bagli olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu etkilesimler Zn*" ile koordine olan su molekiiliiniin
niikleofil karakterini artirdig1 gibi substrat1 (CO,), niikleofil atak i¢in uygun konuma
yonlendirmesi de onemlidir. C. reinhardtii periplazmik CA’smin iki tane 37 kDa ve
iki tane 4 kDa’dan olusan bir heterotetramer olmasina ragmen, ¢ogu a-CA’lar
yaklasik 30 kDa molekiil agirligina sahip monomerler olarak aktiftirler. a-CA’lar
ayn1 zamanda eubakteriler, algler ve yiiksek bitkilerde de bulunmustur. Ornegin,
s0z konusu izoenzimler bir tane siyanobakteride, {i¢ tane yesil alg C.reinhardtii ve

Dunaliella salina’da tespit edilmistir [12,23,36-38].
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Sekil 1.2 CA II izoenziminin: A.aktif bolge, B. CA II’nin {i¢ boyutlu yapisi [6,39]

1.2.2 B-Smifi CA

Canli organizmalarda B-CA’lar a-CA’lar kadar yaygin degildir. Cogu
bakteriler, baz1 archaealar, algler ve yiiksek bitkilerin kloroplastlar1 B-sinifina ait olan
CA’lar1 ihtiva eder. Bu enzimler ile a-CA’larin arasindaki en 6nemli fark, B-CA’lar1
genellikle 25-30 kDa molekiil agirligma sahip 2-6 kadar monomerlerden olusan
oligomerlerdir [23,36]. Incelenen bazi B-CA’larm X-ray yapilari elde edilmistir. Bu
tiirler kirmizi alg Porphyridium purpureum [27], Pisum sativum[28], E.coli [40], bir
archacon olan, Methanobacterium thermoautotrphicum [41] ve Mycobacterium

tuberculosis’tir (Sekil 1.4) [42].

a ve v smifi CA’larin tersine, B-CA izoenzimleri, kayda deger o sarmal
karaktere sahiptir. Zn®" iyonu, her iki enzim ailesinin katalizleme reaksiyonlar1 i¢in
gereklidir fakat koordinasyonu farkhidir. Ozellikle bu koordinasyon B-CA’lar igin
olduk¢a degiskendir. Prokaryotik B-CA’larda, Zn®" iyonu iki sistein rezidiisii, bir
histidin rezidiisiine ait bir imidazol halkas1 ve bir aspartat rezidiisline ait karboksilat
ile koordine edilir. Oysa P.purpureum B-CA’s1 ve P.sativum kloroplast -CA’smin
her ikisi i¢cin de saptanan kristal yapilarda ¢inko iyonunun iki sistein ve bir histidin
rezidiisii ile koordine edildigi bulunmustur. Bu, biitlin f-CA dizi analizleri arasinda
dizi analizi homolojisine dayali tahminler ile ortiismektedir [3,27,28,40]. Polipeptid
zincir katlanmalar1 ve aktif bolge yapist a-CA’lardan farkli oldugu agikca

goriilmektedir.
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Sekil 1.3 P. Purpureum CA enziminin aktif bolgesindeki Zn** atomunun
koordinasyonu [27]

Sekil 1.4 Bazi B-CA’lara ait {i¢ boyutlu yapilart: A, P. purpureum - 62.1 kDa (dogal
yapisinda bir tetramer), B, P. sativum - 193.6 kDa (dogal oktamerin dimerik iinitesi),
C, M. thermoautotrophicum - 75.6 kDa (dogal tetramerin dimerik {initesi), D, E.coli
- 98.8 kDa (dogal tetramerin dimerik {initesi) [6].



1.2.3 y-Simfi

v-CA, ilk olarak bir archaebakteri olan Methanosarcina thermophila’da
kesfedilmistir [26]. Bazi y-CA’lar Zn*" iyonu igerdigi gibi, bazilar1 da Co igerdigi
saptanmustir [43].

y-smifin1 diger smiflardan ayiran birka¢ farkli 6zellik vardir. y-monomeri,
yaklasik 70 kDa’luk molekiil agirligma sahip homotrimer yapilar olusturmak tizere
etkilesirler. ~ y-CA’larin aktif bdlgelerinin koordinasyonu olduk¢a farklidir.
Koordinasyon geometrisi Zn igeren y-CA i¢in liggen bipiramid ve Co-substitiie
enzim i¢in oktahedraldir. Methanosarcina thermophila’da metal iyonunu koordine
eden histidin rezidiilerinin iki tanesi (His81 ve His122) bir monomere aittir
(Monomer A), diger {i¢iinciisii ise (His117) bir bagka monomere aittir (Monomer B).
Boylece, tli¢ aktif bdlge, monomerlerin yiizeylerinde yerlesmistir. Aktif bolge
yiizeyde bulunmasma ragmen y-CA’nin aktif bolge yapist a-CA’ninkine benzer.
Katalitik mekanizmast a-sinifi  CA’larin  mekanizmasina benzer oldugu

belirlenmistir [23,43,44].

Sekil 1.5 A, Methanosarcina thermophila CA’s1, 69 kDa (homotrimer), B, y-CA’nin
aktif bolgesinde metal ligasyonu [6,43].

1.3 Karbonik Anhidrazlarin Fizyolojik Fonksiyonlar

Insan CA II ¢ogu hiicrelerde bulunmasma karsin, insan CA I eritrositlere

spesifiktir. ~ CA II'nin kalitsal eksikligi, kemiklerde kalsiyum emilimindeki



basarisizlik ve diger dokulardaki kalsifikasyon sonucu meydana gelen osteopetroz
(Albert-Schonberg hastahigy) ile iliskilidir. Izoenzim III ve VII daha 6zellesmis bir
dagilima sahiptir. CA III, bikarbonat1 yag asidi sentezinde kullanan adipozitlerde
daha yiiksek oranda bulunmaktadrr. izoenzim V ise mitokondriyal matrikste,
adipozitlerde ve  karacigerde de bol bulunmaktadrr. izoenzim VI tiikriikte
salgilanirken izoenzim IV membrana bagl olarak daha biiyiik bir formda bulunur
[45]. L, II ve IV. izoenzimler solunum ve asit-baz homeostasisinin diizenlenmesinde
gorev alir. Bu kompleks siireg CO/HCOs “lin metabolize oldugu dokular ile
bosaltim bolgeleri arasinda tasinmasini igerir (akciger, bobrekler). Kilcal damarlar
ve pulmoner mikrovaskiilerde CO, eliminasyonunun kolaylastirilmasinda,
bobreklerde bikarbonatin geri emilimini ve H™ iyonlarmm renal tiibiillerde ve

damarlarda eliminasyonunu saglar [36].

CA’lar gozde bikarbonat¢a zengin humor akdz lireterek gérme olayinda gorev
almaktadir. Bazi patolojik durumlarda yiiksek goz i¢i basmcei1 glokoma neden olur (II
ve IV). Bu olaym en 6nemli tedavi sekli CA II’nin inhibisyonudur [2,46]. CA’lar,
tiikiirlik iretimi, gastrik asit iretimi, safra iiretimi, pankreas Ozsuyu iiretimi,
bagirsakta iyon tasmnmasi gibi diger birgok doku ve organda elektrolit
salgilanmasinda gorev alir [2,47]. CA’lar tat ve koku almada da gorev alirlar.
Gastrointestinal bolgeyi ekstrem pH kosullarindan korurlar. Seminal sividaki pH ve
bikarbonat konsantrasyonunu, kas fonksiyonlarmi diizenlerler ve hiicresel strese

adaptasyonu saglarlar [46-48].

CA V gibi bazi izoenzimler molekiiler sinyal iletiminde gorev alir

(pankreasim [ hiicrelerinden insiilin salgilanmasi) [47].

Izoenzim II ve V glukoneogeneze bikarbonat saglamak, yag asidi biyosentezi
ve pirimidin sentezi gibi onemli metabolik siireclerde yer alir [48]. CA IX, XII,
CARP VII gibi baz1 izoenzimlerin tiimdérde bol oldugu onkogenez ve tiimor

gelisiminde yer aldig1 aydinlatilmistir [36].

Prokaryotlarda CA’lar iki genel fonksiyona sahiptir; Organizmada farkl

dokular arasinda CO,/HCO;" tasinmasi ve enzimatik reaksiyonlar icin CO,/HCO; “lin



saglanmasidir [5]. Siyanobakterilerde ve C, yiiksek bitkilerinde CA aktivitesinin
yoklugu fotosentez hizini yaklasik 10* kat azalttig1 hesaplanmustir [25]. Fotosentez
yapmayan organizmalarda genel olarak CA aktivitesi kaybi, biiylime bozukluklar1 ve

oksidatif strese karsi hassasiyet ile sonuglanabilir [49].

1.4 Karbonik Anhidrazlarin Katalitik Mekanizmalari

CA enzimi aktif bolgede bir Zn"? iyonu ve ona bagh bir hidroksil grubu ihtiva
etmektedir. Aktif bolge yakinindaki amino asitler, proton verici ve proton gradienti

olusturacak sekilde diizenlenmistir [36].

CA enziminin aktivitesinde, Zn'* iyonunun biityiik 6nemi vardir. Yapilan X-
ray kristalografi sonuglari, a-CA’larda metal iyonunun bir H,O veya OH" iyonu ve
ti¢ histidin rezidiisii (His 94, His 96, His 119) tarafindan koordine edilen, aktif
bolgedeki 15 A° derinligindeki bir yarigin tabaninda oldugunu gostermektedir.
Cinko baghh H»O, Glul06’nin karboksilat grubuna sirasiyla koprii olusturan
Thr199’un hidroksil grubuyla, hidrojen bagi etkilesimleri sonucu tutunmaktadir. Bu
etkilesimler, ¢inko bagli su molekiiliiniin niikleofilligini arttirmakta ve molekiil
niikleofilik atak igin uygun yerdeki CO,’ ¢ dogru hareket etmektedir. Zn'* iyonuna
hidroksil grubunun baglanmasiyla enzimin aktif formu olusur (Sekil 1.6A). Enzimin
aktif formu, giiclii niikleofilik yapistyla CO, molekiiliine atak yapar (Sekil 1.6B). Bu
etkilesim, Zn™ iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun olusmasini saglar (Sekil
1.6C). Daha sonra, HCO3 iyonu bir su molekiiliiyle yer degistirir ve ¢ozeltiye gecer.
Zn"? iyonuna su molekiilii baglanir. Bu durum Sekil 1.6D’de goriildiigii gibi enzimin
katalitik olarak inaktif asit formuna doniismesini saglar. Temel formu elde etmek
icin aktif bolgedeki rezidiiler ve/veya tamponda bulunan iyonlarin etkisi ile aktif
bolgeden cevreye bir H' transferi gerceklesir. Enzimin temel hale donmesi hiz

belirleyici basamak oldugu i¢in son derece dnemlidir [36].

10
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Sekil 1.6 Karbonik Anhidraz Enziminin CO,-Hidrataz Mekanizmasi [36].

Zn(Il) iyonu her iki ailedeki CA enzimlerinin katalizi i¢in gereklidir fakat
B-CA’lar i¢in koordinasyonu farklidir ve oldukca degiskendir. Bodylece prokaryotik
B-CA’larda, Zn(II) iyonu iki sistein rezidiisii, histidin rezidiisiinden bir imidazol ve
aspartat rezidiisiine ait bir karboksilat ile koordine edilmistir (Sekil 1.7A), oysa
kloroplast enzimine ait olan Zn (II) iyonu iki sistein, histidine ait bir imidazol ve bir
su molekiilii ile koordine edilmistir (Sekil 1.7B). Polipeptid zincir katlanmalar1 ve

aktif bolge yapilar1 a-CA’lardan agikca ¢ok farklidir [36].

11
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Sekil 1.7 B-CA’larin Zn(IT) koordinasyonunun gosterimi: A: P.purpureum ve E.coli,
B: P. sativum kloroplast ve M. thermoautotrophicum enzimi [36].

o-CA’larm aksine PB-CA iiyelerinde Zn** iyonuna dogrudan bir su
molekiiliiniin  bagli olmamast a-CA’larin  gergeklestirdigi ¢inko hidroksid
mekanizmasinda belirli Ol¢iide farkhiligin oldugu anlamma gelir. Bunun ig¢in
Mitsuhashi ve arkadaglar1 Sekil 1.8’deki gibi bir katalitik mekanizma Snermiglerdir

[27].

P.purpureum enziminin bir monomerinin iki simetrik yap1 motifi vardir. Iki
cinko iyonu yukarida bahsedilen dort amino asit ile koordine edilmistir. Bu durumda
bu ¢iftler Cys 149/Cys 403, His 205/His 459, Cys 208/Cys 462 ve Asp 151/Asp 405
[27]. Her metal iyonun yakininda bir su molekiili de bulunmaktadir, ancak a-
CA’larda oldugu gibi Zn®" iyonuna dogrudan bagl degildir. S6z konusu su
molekiilii Zn>" iyonuna bagli Asp 151/Asp 405°¢ ait karbonil oksijeni ile hidrojen
bagt olusturur (Sekil 1.8A). Daha sonra proton transferi ile yaklasik trigonal
bipiramid formunda bir enol yapt olusturdugu distiniilmektedir (Sekil 1.8B).
Boylece enzimin hidrofobik cebinde bulunan CO,’e atak yapabilecek giicte
niikleofil olusur (Sekil 1.8C). Bundan sonraki basamak Zn®" iyonuna bagh
bikarbonat olusmasidir (Sekil 1.8D). Son olarak o-CA’larda oldugu gibi enzimin

rejenerasyonu gerceklesir [27].
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/T
H ™
Ox
\C/\Asp 151/405 HO ™
| C Asp 151/405
0 |
Cys 149/403 O
s HO / Cys 149/403
s Zn2+—S/
Cys 208/462 —s
His 205/459 Cys 208462 ° \
A His 205/459
L0 hcoy €0
H'
Oy P
\c/\Asp 151/405 J
0 | //C
H
o}
o )k W o) O\C/\Asp151/405
v A _Cys 149/403 |
/Zn2+—S -~ o
S Hoo / __Cys 149/403
Cys 208/462 His 205/459 IS
b Cys 208/462 .
His 205/459

Sekil 1.8 Prokaryotik B-CA’lar i¢in Onerilen katalitik mekanizma (P.purpureum
enzim numaralandirmasi) [36].

1.5 Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Hastaliklarin tedavisinde, CA inhibitdrlerinin 6nemi, glokom hastalig1 i¢in
CA enzimi {lizerinde yapilan inhibisyon g¢aligmalariyla ortaya c¢ikarilmistr. Bu
caligmalarda, CA enziminin katalizledigi mekanizmalarmin aydinlatilmasinin yani
sira, bu enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlar1
arastirtlmigtir, daha sonra CA enziminin inhibitorleri ve aktivatorlerinin
sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu caligmalarda ¢ok c¢esitli CA enzimi igin
inhibitorler sentezlenmis ve bu inhibitorler basta glokom, antitiimor, agri kesici,
epilepsi ve norolojik hastaliklarda ilag, pozitron emisyon tomografisi (PET) ve
manyetik rezonans (MRI) belirlenmesinde diagnostik teshis materyali, antiiilser,
ditiretik ilaclarin gelistirilmesinde yol gosterici olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple,
CA enziminin inhibisyon mekanizmasmm bilinmesi ve yeni bilesiklerin

sentezlenmesi c¢ok biiylik 6nem kazanmistir. Farkli CA izoenzimlerinin aktif
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bolgelerinin aydinlatilmasi, yeni ilaclarin ve tedavi araglarmin gelistirilmesine firsat

vermektedir [50,51].

CA inhibitorlerinin iki ana sinift bilinmektedir: metal ile kompleks olusturan
anyonlar (Sekil 1.9B) ve aromatik ve heteroaromatik siilfonamidlerdir (Sekil 1.9A).
En 6nemli CA inhibit6rii olan siilfonamidler, ¢inko iyonuna tetrahedral geometride
baglanirlar. Siilfonamidin azot atomu Zn®" iyonu ile koordine olur. Ayrica Thr 199
ve Glu 106 rezidiileri hidrojen baglar: ile inhibitoriin metal iyonuna baglanmasma
katilirlar. Inhibitdriin baglanmasma bir diger katki, aromatik/heteroaromatik kismin
aktif bolgenin hidrofilik ve hidrofobik rezidiileri ile etkilesimi sonucu saglanir.
Anyonlar metal iyonunun hem terahedral geometrisinde hem de trigonal-bipiramidal

sekilde baglanabilirler (Sekil 1.9B) [36].

0]
Glu 106
o e
Aktif bolgenin
N o) hidrofilik kismu
~
\ Aktif bolgenin
X O— hidrofobik kismu
0] Oks/ R
N / \O Tetrahedral
—NH - a yapt
Thr 199 N—H (siillfonamid)
/ ZnZ
oaHis” \ His119
His96
E-Zn**-OH, + | <—— E-Zn?>"-1 + H,0
A (Yer degistirme reaksiyonu)
\
C
\\ _ Trigonal-bipiramidal
N OH yap1i
/ (tiyosiyanat)
A st
ogHis” \
His96

E-Zn’"-OH, + | <—— E-Zn>"-OH,(I)

B  (Katilma reaksiyonu)

Sekil 1.9 Karbonik anhidrazm inhibisyonunun mekanizmasi. A- siilfonamid ile, B-
anyonik inhibitorler ile [36].
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1.5.1 Asetazolamid

Sekonder glokom tedavisinde kullanilan giiglii karbonik anhidraz
inhibitoriidiir. Akut konjestif glokomun pre-operatuar evresinde, konjestif kalp
yetersizligi ve ilaclarla olusan sekonder 6demlerin tedavisinde diger ajanlarla
birlikte, epilepsi tedavisinde diger ajanlarla birlikte yardimeci1 olarak ve akut
yiikseklik hastaliginda semptomlarin 6nlenmesi ve iyilestirilmesinde endikedir [52].

Ayn1 zamanda ditiretik olarak da kullanilmaktadir [53].

N—N

AN
HsCCOHN S SO,NH,

N-(5-(aminosulfonil)-1,3,4-tiadiazol-2-il)-asetamid

1.5.2 Metazolamid

Bir siilfonamid tiirevi ve muhtemel antineoplastik aktiviteye sahip karbonik
anhidraz inhibitoriidiir. Metazolamid tiimor iliskili CA IX’u inhibe ederek hipoksiya
timorlerinde artan hiicre 6liimii ile sonuglanabilir.  Hipoksiya indiikleyici bir
transmembran glikoprotein olarak CA IX CO, ve suyun bikarbonat ve protona
hizlica doniigmesini katalizler ve bikarbonat iyonlari, tiimér mikro ¢evresinin
asitlestirmesini siirdiirmek i¢in yardim eder ve baz1 hipoksiya tiimorlerinde sitotoksik

tedavilere kars1 direng gelistirir [54].

HaC
AN

N—N

HscCON% S)\SOQNHz

N-(3-Metil-5-sulfamoil-3H-1,3,4-tiadiazol-2-iliden) etanamid

15



1.5.3 Etokszolamid

Etokszolamid karbonik anhidraz inhibitorii gibi islev goren bir siilfonamid
ilacidir.  Glokom, diiodenal iilser tedavilerinde ve diiiretik olarak kullanilir.
Epilepsinin bazi1 formlarinin tedavisinde de kullanilabilir. Etokszolamid su, sodyum,
potasyum ve bikarbonatin reabsorpsiyonunu azaltmak i¢in proksimal renal

tiibiillerdeki CA aktivitesini inhibe eder [53].

J§

EtO S SO,NH,

6-etoksibenzotiazol-2-sulfonamid

1.5.4 Benzolamid

Secici renal karbonik anhidraz inhibitoriidiir. Solunum yetmezligi

durumlarinda da kullanilabilir [55].

N—N

E\ /<>\SONH

N

o

J

5-Benzensulfonilamino-[1,3,4]tiadiazol-2-sulfonik asit amid

1.5.5 Diklorfenamid

Bir siilfonamid ve karbonik anhidraz inhibitoridir [53].
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SO,NH,
cl

SO,NH,
Cl
4,5-diklorobenzen-1,3-disulfonamid

1.5.6 Dorzolamid

Okiiler hipertansiyon, ac¢ik acili glokom, psddoeksfolyatif glokomu ya da
diger sekonder ac¢ik a¢ili glokomu olan hastalarda, kombine tedavinin uygun oldugu

durumlarda, ylikselmis intraokiiler basincin tedavisinde endikedir [52].

NHEt

I D —somm,

o
Me\\\\\ S

S
o// \\o
4-Etilamino-6-metil-7,7-diokso-4,5,6, 7-tetrahidro-7A°-thieno [2,3-b]tiopiran-2-

stulfonamid

1.5.7 Brinzolamid

Karbonik anhidraz inhibitorii antiglokomdur. Okiiler hipertansiyon ve agik

acili glokomda yiiksek intraokiiler basincin tedavisinde endikedir [52].

NHEt

I D —somn,

MeO(H,C)N S

A
(@) (@]

(5R)-5-etilamino-3-(3-metoksipropil)-2,2-diokso-2A°,9-ditia-3-azabisiklo[4.3.0]nona-
7,10-dien-8-stilfonamid
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1.5.8 Sulthiam

Sulthiam bir siilfonamiddir ve CA enziminin inhibitoriidiir. Antikonviilzan
olarak kullanilir. Onceleri sulthiam kismi felg tedavisinde kullanilmustir.
Avustralya’da su anda epilepsi, hiperkinetik davranig, gegici lob epilepsisi,
miyoklonik felg, sara ataklar1 ve Jacksonian felci ile iligkili davranis bozukluklarinda
kullanilmaktadir.  Diger siilfonamid ilaglarinin tersine, sulthiam antibakteriyel

aktiviteden yoksundur [52].

{ /N—@—SOZNHZ
S

/o
(]

4-(1,1-dioksotiazinan-2-il) benzensiilfonamid

1.5.9 indisulam

Indisulam kat1 tiimérlerin tedavisi icin klinik olarak gelistirilmekte olan yeni
bir siilfonamid antikanser ajamdir. Etki mekanizmasi multifaktoriyeldir. Indisulam
hiicre dongiisiinii G1 fazinda tutar, cogu fizyolojik siirecte gorev alan 6nemli bir
enzimdir. Son zamanlarda kanserle iligkisi ortaya ¢ikan CA’y1 kuvvetlice inhibe
eder ve belirgin bir sekilde en az 60 tane transkriptin ekspresyon seviyesini degistirir

[56].

o 0O

NH \\S//

Cl

SO,NH,

N-(3-kloro-7-indolil)-1,4-benzendisulfonamid
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1.5.10 Sakarin

Sakarin en eski yapay tatlandiricidir. Temel madde olan benzoik sulfinidin
etkili besin enerjisi yoktur ve sakarozdan 300 kat daha tathdir fakat yiliksek
konsantrasyonlarda agizda istenmeyen ac1 veya metalik bir tat birakir. Sakarinin izin
verildigi iilkelerde; igecek, sekerlemeler, ilag ve dis macunu gibi {iriinlerde
tatlandiric1 olarak kullanilir. Daha yeni bir yapay tatlandirict olan Aspartam’dan
farkli olarak, sakarin asit varliginda bile 1sitildiginda daha kararhdir. Kimyasal

olarak diger gida igerikleri ile etkilesmez ve kolay saklanabilir [53].

NH
PN
O// ©

1,1-Diokso-1,2-benzotiazol-3-on

1.5.11 Sulpirid

Sulpirid, noroleptik etkilidir. Preparatin tablet ve ampul formu negatif
ve/veya pozitif semptomlarda seyreden akut ve kronik sizofreni ve diger psikozlarda
endikedir.  Soliisyon formu ise eriskinlerde sizofreni ile {ilser ve hemorajik
rektokolitlerde psikosomatik komponentin tedavisi ile cocuklarda psikoz ve davranig

bozukluklarinda endikedir [52].

OMe (0]

_

SO,NH,

N-[(1-etilpirrolidin-2-il)metil]-2-metoksi-5-siilfamoil-benzamid
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1.5.12 Zonisamid
Zonismid, kismi felg olan yetigkinlerde ek bir tedavi gibi kullanmak i¢in

gelistirilen bir siilfonamid antikonviilzandir. Parkinson hastaligi, obezite, epilepsi ve

migren’e kars1 etkisi caligilmistir [53].

SO,NH,

1,2-benzisokazol-3-metansiilfonamid

1.5.13 Selekoksib

Selekoksib, Siklooksijenaz-2 inhibitorii antienflamatuar, analjezik ve

antipiretiktir. ~ Osteoartrit belirti ve semptomlarmnin tedavisinde, yetiskinlerde

romaoid artritin belirti ve semptomlarmin tedavisinde, yetiskinlerde akut agrinin

giderilmesinde ve primer dismenorenin tedavisinde endikedir [53].

CHs;

4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)pirazol-1-il]benzensiilfonamid
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1.5.14 Valdekoksib

Valdekoksib, osteoartrit, romatoid artrit ve sancilt menstruasyon ve menstrual
semptomlarin tedavisinde kullanilan bir recete ilacidir. Nonsteroidal antienflamatuar

ilag olarak siiflandirilir [53].

o— S_NH2

/

O—N

4-(5-metil-3-fenilisoksazol-4-il)benzensiilfonamid

1.5.15 Topiramate

Topiramate, antiepileptiktir. ~ Yeni epilepsi teshisi konmus hastalarda
monoterapi olarak ya da epilepsi hastalarnda monoterapiye geciste endikedir.
Parsiyel baglangi¢h ndbetleri veya generalize tonik-klonik nobetleri olan eriskinlerde
2 yas lizeri ¢cocuklarda ve Lenox Gastuat sendromuna bagli nobetlerin tedavisinde
adjuvan olarak endikedir. Erigkinlerde migren profilaksisinde endikedir. Akut

migren tedavisinde etkinligi degerlendirilmemistir [53].
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2,3:4,5-Bis-O-(1-metiletiliden)-beta-D-fruktopiranoz sulfamat

1.6 Saccharomyces cerevisiae

Bilimsel siniflandirma

Alem: Fungi

Boliim: Ascomycota

Alt boliim: Saccharomycotina
Sinif: Saccharomycetes
Takim: Saccharomycetales
Familya: Saccharomycetaceae
Cins: Saccharomyces

Tiir: Saccharomyces cerevisiae [58]

Maya tek hiicreli bir 6karyottur. Maya hiicreleri bakteri hiicrelerine gére ¢ok
daha bliyliktiir. Bazi mayalar eseyli olarak da {irer. Bu iliremede birbirine uygun iki
haploid maya hiicresi birlesir ve zigot olustururlar. Zigot kendi hiicresi igerisinde
mayoz boliinme gecirir ve dort tane haploid askospor olusturur. Zigotun hiicre ¢eperi
de askus olarak gorev yapar. Askuslar parcalandiginda askosporlar serbest kalir.
Askosporlar tomurcuklanmak suretiyle eseysiz olarak ¢ogalabilir ve popiilasyonlarini
arttirabilirler.  Ayrica bunlar genetik olarak kendilerine karsilik gelen diger
askosporlarla birlesip yeniden diploid hiicreler olusturabilirler. Bu hiicreler aktif
sekilde tomurcuklanarak eseysiz liremeye devam edebildikleri gibi mayoz boliinme
gecirerek yeniden askus ve askosporlari da olusturabilirler. Bu durumda eseyli

iireyen mayalarin hayat devrinde haploid ve diploid olarak iki faz bulunmaktadir.
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En iyi arastirilmig maya tiirli Saccharomyces cerevisiae’dir. Bu organizma
tomurcuklanarak eseysiz olarak {ireyebildigi gibi askospor olusturarak eseyli olarak

da tirer . Hayat devresinde hem haploid hem diploid safha vardir [57].

"*\/—\

Tomureu- birlesme

kanma
Tomurcuk-
lanma

tomurcukianma

‘\___/

Sekil 1.10 S. cerevisae'nin yasam dongiisii [58]

Maya hiicreleri haploit ve diploit bigimde varliklarini siirdiirebilirler. Haploit
hiicreler mitoz ve biiylimeden ibaret basit bir yasam dongiisline sahiptirler ve yiiksek
stresli ortamda genelde Oliirler. Diploit hiicreler de mitoz ve biiyiimeden olusan bir
yasam donglisiine sahip olmakla beraber stres halinde sporlanip mayoz boliinmeye
giderler, cesitli haploit sporlar olustururlar ve bu sporlar ¢iftlesip yeniden bir diploit
hiicre olustururlar. Mayanin a ve a olarak adlandirilan iki esey tipi vardir, haploit

hiicrelerin eslesebilmek i¢in iki farkli esey tipine sahip olmalar1 gerekir [58].

Mayalar genellikle sekerlerin bulundugu meyveler, ¢icekler ve aga¢ kabuklar1
gibi ortamlarda yaygindirlar. Bir¢cok maya tiirii hayvanlarla, 6zellikle boceklerle
birlikte simbiyoz olarak yasar. Bazi tiirler ise insan ve hayvanlarda patojendir.
Ticari olarak en Onemli mayalar hamur, bira ve sarap mayalaridir. Bunlar,

Saccharomyces cinsinin tiirleridir.
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Mayalarin orijinal habitatlar1 meyveler ve meyve sularidir.  Ancak
giinlimiizde kullanilan ticari mayalar, bu orijinal wrklardan ¢ok farkli olup yillar
boyunca seleksiyona ugramis ve genetik olarak maniple edilmis kiiltlir wrklaridir.
Hamur ve alkollii i¢ki sanayinde kullanilan mayalar biitiin funguslar igerisinde
biyolojik olarak en iyi bilinen organizmalardir. Tek hiicreli olduklarindan kolayca
incelenirler. Saccharomyces cerevisiae (E.coli gibi) biyolojide en ¢ok calisilmisg
model organizmalardan biridir. S. cerevisiae bu konuma endiistrideki yaygin
kullanimindan dolay1 ulasmustir. Insan biyolojisinde énemli olan pek ¢ok protein
once mayada bulunan karsiliklarinin arastiriimas: sonucunda kesfedilmistir. Okaryot
biyolojisindeki problemler en kolay sekilde bu organizmalar iizerinde g¢aligilarak

¢oOziilebilmektedir [57,58].

Gelismekte olan Saccharomyces cerevisiae Okaryotlarda hiicresel ve
molekiiler siiregleri anlamak i¢in 6nemli bir model organizmadir. Saccharomyces

cerevisiae genomu 1996’da tamamlanmistir [59].

16 tane kromozomu bir de mitokondri DNA’s1 vardir. CA enzimini kodlayan
NCE103 geni XIV. kromozom iizerinde bulunur ve intron bdlge icermez. Enzim 221

aminoasit rezidiisiinden olusur ve 24.8 kDa agirligindadir [60].

Cleves ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, mayadaki NCE103 geni tarafindan
kodlanan NcelO3p proteinin amino asit dizilisi, prokaryot ve eukaryotlarin karbonik
anhidraz enzimi ile yiliksek derecede benzerlik gosterdigini agiklamislardir [61].
Daha sonra Gotz ve ark. mayadaki bu geni kesip ¢ikararak nasil bir etkisi oldugunu
incelemigler ve delesyona ugramis maya soyunun (ncel03-A) oksijenli ortamda
biiylimedigini, bu genin kodladig1 proteinin peroksitlere karsi korunmak i¢in gerekli
oldugunu bulmuslar [49]. Clark ve ark. bolge yonlendirilmis mutagenez ile maya
mutant ANCE103 iizerinde ¢aligmiglardir [62]. Aguilera ve ark. CA enziminin
anaerobik kiiltlirlerde mayanin biiyiimesi i¢in zorunlu oldugunu ve maya CA’nin
glukozdaki biiylime siirecinde anahtar bir biyosentetik enzim oldugunu tespit
etmislerdir [63]. Amoroso ve ark. Saccharomyces cerevisiae’deki NCE103 geninin
gorev goren bir karbonik anhidraz kodladigini ve transkripsiyonunun ortamdaki

inorganik karbon konsantrasyonu ile diizenlendigini bulmuslar [35].
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Sekil 1.11 Saccharomyces cerevisiae maya hiicreleri

1.7 Cahsmanin Amaci

Bu c¢alismada p-ailesine ait CA enziminin saflastirilmasi, kinetik ve
elektroforetik 6zelliklerinin aydinlatilmasi planlanmistir. Ayrica s6zkonusu enzimin
klinikte kullanilan farkli siilfonamidlere karsi ilgisi arastirilacaktir. Bolim 1.3’te
belirtildigi gibi CA metabolizmada son derece dnemli fizyolojik fonksiyona sahiptir.
Bu nedenle bu enzim fizerinde arastrmalar yogun bir sekilde artarak devam
etmektedir. Caligmalarin biiylik kism1 a-CA’larda yogunlagsmistir. Ancak B-CA’lara
yonelik caligmalara literatiirde fazla rastlanmamasi dikkat ¢cekmektedir. Bunun en
temel nedeni s6z konusu enzimin ¢ok az ve aktivitesinin son derece diisiik olmasidir.
Bu amagla; model olarak secilen Saccharomyces cerevisiae’den genomik DNA izole
edilerek proteini sifreleyen genin ¢ogaltilmasi planlanmistir. Daha sonra s6z konusu
gen vektor igerisine klonlanarak E.coli igerisine transforme edilerek burada

ekspresyonu gerceklestirilecektir.

Arastrmamizda bir diger amacimiz enzim saflastirilarak bazi siilfonamidlere
kars1 ilgisinin arastirilmasidir. Elde edilecek sonuglarin s6z konusu f-CA’nin kinetik
mekanizmasina onemli katkilar saglaycagi gibi a-CA’larla karsilastirma olanagi da

saglayacaktir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 MATERYAL

2.1.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldricht’ den temin

edilmigtir.  Molekiiler biyoloji materyalleri, kullanilan kimyasal ve enzimler

Stratagene ve Fermentas MBI firmalarindan temin edildi.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cizelge 2.1 Calismada Kullanilan Laboratuvar Geregleri

Kullanilan Gereg Modeli

-80°C Derin dondurucu Sanyo, Japonya

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya
Buzdolabi Profilo, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator She-Lab, USA

Elektroforez Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya

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

Thermocycler Techne Progene, Ingiltere

pH Metre WTW, Almanya

Dijital Goriintiileme Sistemi UVP, Ingiltere

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)
MikroSantrifiij Sigma Laborzentrifugen, Germany
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Cizelge 2.1’in devami

Santrifiij Hettich Zentrifugen, Germany
SDS PAGE Aparatlar1 Atto, Japonya

Horizantal Calkalayic1 GFL, Almanya

Elektroforez i¢in Gii¢ Kaynagi Consort, Ingiltere

Sicak su banyosu Elektro-mag, Tiirkiye

Is1 kontrollii Calkalamali etiiv GFL , Almanya

Istticilt blok FALC, Italya

UV visible Spektrofotometreler Heios o (Unicam), Metro Lab,
Vorteks Elektromag, Tiirkiye
Stop-FlowKinetic Instrument SX.18MV-R Applied Photophysics

2.1.3 Maya, Bakteriyel Soylar ve Plazmidler

Calismada kullanilan maya soyu CEN.PK2-1C (MATa; ura3-52; trp1-289;
leu2-3 112;his3A1;MAL2-8C;SUC2) Almanya, Johann Wolfgang Goethe-
University Frankfurt Institute of Microbiology, K.D. Entian’dan temin edildi.
Klonlama ve stok amacli DH5a (SupE44A lacUL169 (®80 LacZ AMI1S)
hsdR17recAl endAl gyrA96 thr-1 rl Al) E.coli soyu kullanildi. Ekspresyon amagli
calismada kullanilan bakteri soyu BL 21 (DE3) ‘dir. Bu soyun genotipi (E. coli B
F— dem ompT hsdS(rB— mB-) gal AM(DE3) seklindedir [64]. Calismada PCR
driinlerinin klonlanmas1 amaciyla pGEM-T vektor sistem I kullanildi. Plazmid
haritast Sekil 2.1 ’de gosterildigi gibidir [65]. Ekspresyon amacl kullanilan plazmid
pET21a(+)’dir. Plazmit haritas1 Sekil 2.2 de gosterildi [66].
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2.1.4 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.1.4.1 Saccharomyces cerevisiae icin Maya Kiiltiir Ortamlan

Saccharomyces cerevisiae ig¢in gerekli kiiltiir ortami olarak YPD (Yeast —
Peptone-Dekstroz) ve YPD-agar kullanildi. Maya kiiltiirleri [67]’deki prosediirlere
gore hazirlanarak otoklav edilmistir.

2.1.4.2 E.coli i¢cin Bakteriyel Kiiltiir ortamlar

E.coli i¢gin gerekli kiiltlir ortam1 olarak LB ve LB-agar kullanilmistir. Toz
halinde temin edilen bakteriyel medyumlar {iretici firmanin belirttigi sekilde destile

H20 ile hazirlanarak otoklav edildi.

2.1.4.3 Antibiyotik Hazirlanmasi

Kiiltiirlerde kullanilan Ampisilin stoklar1 100 mg/ml olacak sekilde steril

destile su ile hazirland1 ve 0.22 mikronluk filtrelerden gegirilerek steril edildi.

2.1.4.4 Maya Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.2 Maya Hiicre Duvarmi Par¢alamak i¢in Kullanilan Tampon

Stok soliisyon Son Konsantrasyon
1 M Tris HCI 100 mM
0.5 M EDTA pH:7.5 10 mM
B-merkaptoetanol 10 pl/ml
Zimoliyaz 0.2 mg/ml
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Cizelge 2.3 Maya genomik DNA izolasyonu i¢in Lizis Tamponu

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
NaOH 02M
SDS 10 g/l

2.1.4.5 Plazmid DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.4 Soliisyon I

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon estile
IM Glukoz 50 mM

IM Tris-HCI (pH 8) 25 mM

0.5M EDTA (pH 8) 10 mM

Destile H,O 100 mL’ye tamamlanir
Otoklavlanir.

Cizelge 2.5 Soliisyon II

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon
IM NaOH 200 mM

% 10 SDS %1

Destile H,O 10 mL’ye tamamlanur.

30




Cizelge 2.6 Soliisyon III

Kimyasal Madde Miktar

K" CH3COO 29.44 g

%99 Glasiyal Asetik Asit 11.5mL

Destile H,O 100 mL’ye tamamlanir

Potasyum asetat, yaklasik 50 mL suda ¢oziiliir, asetik asit ilave edilir. Su eklenerek
100 mL’ye tamamlanir. -20°C’de saklanir.

2.1.4.6 Plazmid DNA izolasyonunda Kullamlan Kit

Plazmid DNA izolasyonu QIAprep Spin Mini Prep Kiti (Qiagen-
Kat.No:27104) ile yapild1.

2.1.4.7 Agaroz Jel Elektroforez Tamponu

Cizelge 2.7 0.5X TBE (Tris-Borat-EDTA) Tampon

Stok soliisyon Son Konsantrasyon
1 M Tris Borat 0.045M
0.5 M EDTA pH:8 0.001 M

2.1.4.8 Transformasyon I¢in Kompetent Hiicre Hazirlama Soliisyonu

Cizelge 2.8 Kompetent Hiicre i¢in Kullanilan Soliisyon (DHSa E.coli soyu igin)

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
CaCl, 100 mM
Gliserol %40
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Cizelge 2.9 Kompetent Hiicre I¢in Kullanilan Uygulama tamponu (BL-21 E.coli
soyu i¢in)

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
CaCl, 100 mM

MnCl, 70 mM
Na'CH3;COO 40 mM

pH 5.5’e ayarlanir

2.1.4.9 Protein Ekspresyonu ve Lizis icin Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.10 Bakteri Yikama tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
Tris-baz 0.6 g
Destile su 100 mL’ye tamamlanir

Tris-baz 90mL destile suda ¢oziilir. 1 M HCIl ile pH’s1 7.6’ya ayarlanarak toplam
hacim 100 mL’ye tamamlanur.

Cizelge 2.11 Lizis Tamponu : 20mM Tris / 0.5mM EDTA / 0.5mM EGTA (pH 8.7)

Kimyasal Madde Miktar

Tris-baz 244 ¢

0.5 M EDTA 1.0 mL

0.5 M EGTA 1.0 mL

Destile su 1 L’ye tamamlanur.

Tris-baz, 0.5 M EDTA, 0.5 M EGTA 800 mL suda ¢ozilir. 1M HCI ile pH’s1
8.7’ye ayarlanarak toplam hacim 1 L’ye tamamlanir. +4° C’de saklanur.
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Cizelge 2.12 100mM PMSF (=100X , PMSF Stok ¢ozelti)

Kimyasal Madde Miktar
PMSF 174.0 mg
2-propanol 10 mL

-20° C’de saklanir.

2.1.4.10 Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar:

Cizelge 2.13 0.1 M NaHCOs, pH 10.0 Tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
NaHCO; 8.401 g
Destile su 1 L’ye tamamlanir

950 mL destile suda ¢oziilerek, 1 M NaOH ile pH’s1 10.0’a getirildi ve son hacim
destile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Cizelge 2.14 0.2 M NaHCOs, pH 8.8 Tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
NaHCO; 8.401 g
Destile su 500 mL’ye tamamlanir

450 mL destile suda ¢oziilerek, 1 M NaOH ile pH’s1 8.8’¢ getirildi ve son hacim
destile su ile 500 mL’ye tamamlandi.
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Cizelge 2.15 0.05 M Tris-SO4, pH 7.5 Tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
Tris-base 6.055¢g
Destile su 1 L’ye tamamlanir

950 mL destile suda ¢oziilerek, 1 M NaSOy ile pH’s1 7.5’e getirildi ve son hacim

destile su ile I L’ye tamamlandi.

2.1.4.11 Afinite Kromatografisinde Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.16 Dengeleme Tamponu: 25mM Tris-HCI/22mM Na,;S04/0.05mM EDTA

(pH 8.7)

Kimyasal Madde Miktar

Na,SO04 1420 g

Tris-HCl 3.0275 ¢

100 mM EDTA 5mL

Destile su 1L ‘ye tamamlanir

Na,S0y ve Tris-HCI 950 mL suda ¢oziiliir. 1 M HCl ile pH’s1 8.7’ye ayarlanarak
toplam hacim 1 L’ye tamamlanir.

Cizelge 2.17 Jel Yikama Tamponu: 25mM Tris-HCl/22mM Na,S04/0.05mM EDTA

(pH 8.7)

Kimyasal Madde Miktar

Na,SO04 3.124 ¢

Tris-HCl 3.0275 ¢

100 mM EDTA 5mL

Destile su 1L ‘ye tamamlanir

Na,S0; ve Tris-HCI 950 mL suda ¢oziiliir. EDTA ilave edilir ve 1 M HCl ile pH’s1
8.7 ye ayarlanarak toplam hacim 1 L’ye tamamlanir.
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Cizelge 2.18 Afinite Jeli Elisyon Tamponu : 0.1 M NaCH;COO / 0.5 M NaClO4

(pH 5.6)

Kimyasal Madde Miktar

Na'CH;CO0O" 204 ¢g

NaClO4 9.187 g

Destile su 150 mL’ye tamamlanir

NaCH3COO ve NaClO4 120 mL suda ¢oziiliir. 1 M HCl ile pH’s1 5.6’ya ayarlanarak
toplam hacim 150 mL’ye tamamlanir.

2.1.4.12 CO; - Hidrataz Aktivitesi icin Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.19 CO, Hidrataz Aktivite Tamponu: 0.15 M Na,COs/ 0.1 M NaHCO;

(pH 10)

Kimyasal Madde Miktar

Na,COs 159¢

NaHCO; 84¢g

Destile su 1L’ye tamamlanir

1 L’ye tamamlanur.

Na,CO3 ve NaHCO3 950 mL suda ¢oziiliir. pH’s1 10’a ayarlanir ve toplam hacim

Cizelge 2.20 CO, Hidrataz Aktivitesi - indikator Cozeltisi:

Kimyasal Madde Miktar
Fenol red 0.01256 g
NaHCO; 02184 ¢

Destile su ile 1 L’ye tamamlanir
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Cizelge 2.21 CO, Hidrataz Aktivitesi - CO, Cozeltisi :

Kimyasal Madde Miktar

Destile su 500mL

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

2.1.4.13 Jel Filtrasyon Kromatografisinde Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.22 Sephadex G-100 polimer materyalinin sisirilmesi ve kolonda
uygulanan tampon

Kimyasal Madde Miktar

Tris-baz 6.05 mg

950 mL saf suda ¢oziilerek, 1M H,SO4 ile pH’1 7.4’e ayarlanarak toplam hacim 1
L’ye tamamlanur.

2.1.4.14 CA-CO; Hidrataz EnzimAKktivitesi icin Kullanilan Tamponlar

Stop-Flow ve Maren metodu i¢in doygun CO; ¢ozeltisi; 20°C’de bidestile su

icinden COz2 gegirilerek hazirlanir.

Stop-Flow Tampon ¢d6zeltisi; 0.01 M HEPES 4-(hidroksil etil)-1-

Piperazinetansulfonik asit 0.01 M Tris[hidroksimetil]aminometan hidrokloriir

(TRIZMA HIDROKLORUR), 0.1 M Na,SO, pH 7.5.

Stop-Flow Fenol-red ¢ozeltisi; 0.2 mM fenol red alinarak (pH 6.8-8.4)

HEPES tamponu igerisine katilir.

Stop-Flow Stok CA enzim ¢ozeltisi; Saflagtirilmis Maya CA i¢in 1 x10°M
olarak kullanild1.

Stop-Flow Stok inhibitér ¢ozeltileri; Stok inhibitdr c¢ozeltiler 1 M olarak
hazirlandiktan sonra, 1x10°M, 1x10™*M ve 1x10”M olarak hazirlanarak kullanildi.
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2.1.4.15 SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

Cizelge 2.23 SDS-PAGE elektroforezinde

kullanilan numune tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 2.5 mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
B-merkaptoetanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.01g

Destile su 0.5 mL

Cizelge 2.24 SDS-PAGE elektroforezinde

kullanilan yiiriitme tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
Tris-HCI 30g
Glisin 144 ¢
SDS 10g

Destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanir
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Cizelge 2.25 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan aywrma ve yigma jellerinin

hazirlanist:

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

% 10

% 3

Akrilamid/Bis (% 30)
Akrilamid  15¢g
Bisakrilamid 0.4 g

Son hacim destile su ile 50 mL’ye

tamamlanir.

16.65 mL

2.6 mL

Destile su

20.1 mL

12.2 mL

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)
Tris-HCI 11.82 ¢
pH:8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH

lave edilerek son hacim destile su ile

50 mL’ye tamamlanir.

12.5 mL

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)
Tris-HCI 39¢g
pH:6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH

ilave edilerek son hacim destile su ile

50 mL’ye tamamlanir.

5mL

% 10’luk SDS
SDS lg
Son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

0.5 mL

200 pL

TEMED

25 pL

20 pL

% 10’luk amonyum persulfat

Amonyum persiilfat 1 g
Son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

750 UL

400 pL
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Cizelge 2.26 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi:

Kimyasal Madde Miktar
Coomassie Brillant blue R-250 0.66 g
Metanol 120 mL
Glasiyal asetik asit 24 mL
Destile su 120 mL

Cizelge 2.27 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma ¢ozeltisi: % 7.5
asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile su

Kimyasal Madde Miktar
Metanol 50 mL
Glasiyal asetik asit 75 mL
Destile su 875 mL
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22 METOD

2.2.1 Cam ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Istya dayanikli malzemeler, pipet uclari, ependorflar, santriflij tiipleri,
cozeltiler, kiiltiir ortamlar1 ve cam malzeme 121°C’ de 20 dakika (1.02 atm basingta)

otoklavda steril edildi.

2.2.2 DNA ile Tlgili Teknikler

2.2.2.1 Maya Genomik DNA izolasyonu

Maya genomik DNA izolasyonu [67]’de belirtildigi gibi yapildi. 2 mL YPD
kiiltiiriine YPD agarda biiyiitiilen mayadan tek koloni secilerek ekimi yapildi ve
30°C’ de 1 gece inkiibe edildi. YPD Kkiiltiiriinde biiyiiyen mayadan 1.3 mL ependorf
tiiptine aktarild1 ve 6000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve slipernatant atildi. Daha
sonra pellet 1 mL destile suda dagitildi ve vorteks ile karigtirildiktan sonra tekrar
6000 rpm’de 3 dakika siireyle santrifiij edildi ve siipernatant atildi.  Hiicreler;
Cizelge 2.2’de belirtilen maya hiicre duvarmi par¢alama tamponunun 0.2 mL’sinde
dagitildi ve 37°C’ de 1-2 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra Cizelge 2.3’de
belirtilen lizis tamponunun 0.2 mL’sinde yavagca alt {ist edilerek yine dagitildi.
Ornek, 65°C’de 20 dakika inkiibe edildi ve hemen ardindan buz ortaminda
sogutuldu. Buna 0.2 mL 5 M potasyum asetat (pH: 5.4) eklendi ve 15 dakika buz
tizerinde inkiibe edildi. Tiip 3 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant
temiz tiipe aktarildi. Etanol ¢Oktiirmesi ile elde edilen DNA 50 pL destile su

icerisinde ¢oziilerek -20°C’de saklandi.
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2.2.2.2 Fenol/Kloroform Ekstraksiyonu ve Etanol Coktiirmesi

RNA kirliligi igeren DNA 0Ornegine 1 pL Riboniikleaz A ilave edildi ve
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. DNA materyaline esit hacimde Fenol pH: 8 ilave
edildi. Vortekste 1 dakika karistirildi ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. En
iistteki faz bir ependorfa aktarildi. Kloroform:izoamil alkol (24:1)’lin esit hacmi de
alinarak 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatanta iki hacim % 95 etanol
eklendi. En az 30 dakika -80 °C’de inkiibe edildi. 10 dakika 10.000 rpm’de ¢evrildi.
Stipernatant atild1 ve 700 puL %70’lik etanol eklenerek DNA pelleti yikandi. Yikama
sonunda elde edilen pellet havada kurutuldu ve 30 puL destile su eklenerek -20°C’ de
saklandi1 [68].

2.2.2.3 DNA Miktan ve Kalitesinin Ol¢iilmesi

2.2.2.3.1 Spektrofotometrik Yontem

DNA, 1:200 oraninda destile su ile seyreltildi ve kuvartz kiivetler kullanilarak
260 nm’de DNA’nin absorbansi okundu. Asagida belirtilen formiil kullanilarak
DNA konsantrasyonu hesaplandi. Ayni1 zamanda elde edilen DNA’nmn saflig1 da
OD260/0OD280 oranindan belirlendi [69].

50pg/ml x OD260x Seyreltme Faktorii = mL’de pg cinsinden konsantrasyon

2.2.2.3.2 Agaroz Jel Elektroforez

Goriintiilenmesi  gereken DNA  Ornekleri agaroz jel -elektroforezinde
yuriitiildii. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmek istenen DNA’nin biiytikligline
bagili farkli konsantrasyonlarda hazirlandi. 0.5X TBE’de (Cizelge 2.7) % 0.7-2
olarak kaynatilarak hazirlanan agaroz jelleri, 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra, son
konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde Etidyum bromiir eklendi. Agaroz jel

aparatlarma dokiildii ve katilasincaya kadar beklenildi.
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DNA Ornekleri yiikleme tamponuyla karistirilarak agaroz jele yiiklendi.
Agaroz jelleri 80 Voltta yiiriitiillerek, ylikleme tamponu izlenerek, tampon jelinin
¥ Unli gecene kadar beklendi. Elektroforez sonucu UVP Jel Goriintiileme Sistemi

kullanilarak resmi ¢ekildi ve degerlendirildi.

2.2.2.4 Primer Tasarimi

Primer tasarlanirken www.restrictionmapper.org , www.bioinformatics.org

ve www.idtdna.com adreslerinden yararlanilarak programlar kullanildi. Primerler

tasarlanirken cogaltilacak genin igerisinde bulunmayan enzim kesim bdlgeleri
belirlendi, primerlerin kendi igerisinde sa¢ tokasi olusturmamasma dikkat edildi.
Primerleri kesen enzimlerin ortak ¢alistiklar1 tampon segildi ve Ty, sicakliklarinin
birbirine yakin olmasina dikkat edildi. Primerlerin Ty, degerinin hesaplanmasi igin

en yaygin kullanilan formiil asagidaki gibidir [69-72].

Tm = [(A+T’lerin sayis1)x2 + (G+C’lerin sayis1)x4] °C

2.2.2.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere
iki oligontiklotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Bir PCR dongiisii

denatiirasyon, primerin baglanmasi ve uzama basamaklarini igerir [69].
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Cizelge 2.28 PCR Reaksiyonu

Ornek Negatif Kontrol
Tampon 10X SuL SuL
Mg ClL, 4 uL (2 mM) 4 ul
dH,O 32.5 uL 37.5 uL
dNTP mix (10 mM) 1 puL 1 uL
DNA o6rnek (3850 ng/uL) 5uL -
Primer Forward (100 uM) 1 uL 1 uL
Primer Reverse (100 uM) 1 pL 1 pL
Taq Polimeraz (500 EU) 0.5 uL 0.5 uL
Toplam 50 uL 50 uL
Cizelge 2.29 PCR Kosullar1
Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire
1 1 94 °C 2 dakika
94 °C 1 dakika
2 35 57°C 1 dakika
72 °C 1 dakika
3 1 72 °C 10 dakika

2.2.2.6 pGEM-T Vektoriine NCE103 geninin klonlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan geni uzun siire saklamak icin plazmide klonlayarak hiicre
icerisine transforme edildi. pGEM-T vektoriiniin dogrusal olmasi ve uglarinda timin
bazi bulunmasindan dolay1 herhangi bir kesime ihtiya¢ duymadan, PCR ile ¢ogaltilan
gen dogrudan vektore klonland1 [65].
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Cizelge 2.30 Ligasyon reaksiyonu

Ornek Pozitif Negatif Kontrol
NCE103 Kontrol
Buffer 5 uL 5 uL 5 uL
pGEM-T 1 uL 1 uL 1 pL
DNA (NCE103) 3uL - -
Kontrol DNA - 2 ul -
T, DNA Ligaz (1000 EU) 1 pL 1 pL 1 pL
dH,O - 1 pL 3 uL
Toplam 10 uL 10 uL 10 uL

Biitiin ¢alismalar buz iistiinde yapilir ve reaksiyona en son enzim katilir. +4°C’de
1 gece bekletildi.

2.2.2.7 Dizi Analizi

Genin Dizi analizi Ingiltere de Lark Technologies Ltd. de yapilmustur.

2.2.2.8 Plazmid DNA izolasyonu (Alkalin Lizis Plazmid Miniprep)

Plazmid DNA izolasyonu [9]’da belirtildigi gibi yapildi. Tek koloniden
alinan bakteri 10 mLsiv1 LB kiiltiire ekildi ve 37°C’ 16-18 saat inkiibe edildi. 1.5
ml’lik ependorflara aktarildi. 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant
atilarak, pellet, 110 pl Solusyon I (Cizelge 2.4.) ile ¢oziildii. Oda sicakliginda 5
dakika bekletildi. Solusyon II (Cizelge 2.5)’den 200 pl eklenerek yavasca karistirildi
ve buz lizerinde 10 dakika inkiibe edildi. Buzda bekletilmis tiipe, Solusyon III
(Cizelge 2.6)’den 150 pl eklendi. 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre
y1giniyla kromozomal DNA’nin birbirinden ayrilmasi saglandi. Supernatant, yeni bir
ependorfa aktarildi. Fenol/kloroform ve etanol ¢oktiirmesi ile elde edilen plazmid

DNA 30 pl streril destile H>O da ¢6ziilerek —20°C’de saklandi.
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2.2.2.8.1 E.Coli’den Mini Prep Kiti ile Plazmid DNA Izolasyonu

E.Coli’den plazmid DNA izolasyonu ayrica QIAprep Spin Miniprep Kiti
(Qiagen-Kat.No:27104) ile de yapild1

2.2.2.9 NCE103 Geninin pET21a Vektoriine Klonlanmasi

Halkasal yapida olan pET21a vektoriine geni klonlamak icin vektdr, dnce
BamH I ve Sac I enzimleri ile kesildi. Daha 6nce izole edilen pGEM-T vektoriinden
BamH I ve Sac I enzimleri ile NCE103 geni kesildi. Jelde yliriitiilen gen geri
kazanild1 ve kesilmis olan pET21a vektoriine [65]’deki protokole gore klonlandi.

2uL - 10X T4DNA Ligaz Tamponu
1 uL - T4+DNA Ligaz (1000 EU)
3uL - pET2la vektor (kesilmis)
14 uL. - NCE103 geni (kesilmis)
20 pL Toplam hacim 1 gece +4°C’de inkiibasyona birakildi

2.2.2.10 Agaroz Jelde Yiiriitiilen Vektor ve Genlerin Geri Kazanilmasi

Kesilen vektorleri ve genleri geri kazanmak i¢in QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen -Kat.No: 28704) kullanildi.

2.2.3 Mikrobiyolojik Metotlar

2.2.3.1 On Kiiltiir Hazirlanmasi

LB-agar’a tek koloni olacak sekilde ekilen bakteri kolonilerinden tek bir
koloni once, son konsantrasyonu 10 pg/mL olan ampisilin igeren LB ortamina

asilandi. 37°C’ de ¢alkalayici inkiibatorde 16-18 saat inkiibe edildi.
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2.2.3.2 Bakteri Stoklarimin Korunmasi

Ilgili bakteri soylar1 ve plazmid soylar1 6n kiiltiirle iiretildikten sonra %30’luk

steril gliserolle son konsantrasyonu % 15 olmasi saglandi ve —80°C’de depolandi.

2.2.3.3 Transformasyon I¢in Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

E.coli’nin DH5a soyunu kompetent hale getirmek icin tek koloni olarak
ekildigi LB-Agar iizerinden tek bir koloni alindi, LB ortamina ekilerek 37°C’ de bir
gece boyunca iliremeye birakildi. Bundan alinan 5 mL 6rnek, i¢inde 100 mL taze LB
olan 500 mL’lik erlene aktarildi ve 37°C’de yaklagik 2-3 saat ODeoo = 0.4’e
ulagincaya kadar inkiibe edildi. Bu asamada kiiltiir, 5 dakika buzda bekletildi.
Kiiltiir, falkonlara alimarak +4°C’ de 5 dakika 3000 rpm’de santrifiijlendi.
Supernatant atildi ve 25 mL soguk 0.1 M CaCl konuldu ve yavasca karistirildi. 2
dakika buzda bekletildi. +4°C’ de 10 dakika 3000 rpm’ de santrifiijlendi. 10mL
soguk 0.1 M CaCl’de 1-4 saat bekletildi. 10 mL steril % 40 gliserol eklenerek
hafifce karistirildi.  Onceden buz iizerinde bekletilmis ependorflara aktarilarak -

80°C” ye konuldu [68,73].

Ayrica; ekspresyonda kullanilan BL-21(DE3) Codon plus soyu kompetent
hale getirmek icin tek koloni olarak ekildigi LB-Agar {izerinden tek bir koloni alindi,
LB ortamna ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Ortamdan alman 5 mL’lik
ornek, icinde 100 mL taze LB bulunan 500 mL’lik erlene aktarildi ve 37°C’ de
yaklasik 2-3 saat ODe00=0,2’¢ ulagincaya kadar inkiibe edildi. Ortama son
konsantrasyon 20 mM MgCL ve yaklasik olarak % 0.2 olacak sekilde glukoz
cozeltileri ilave edildi. Tekrar 37°C’de calkalamali inkiibatorde ODsoo = 0.5 olana
kadar inkiibe edildi. Kiiltiir +4°C’de 2 saat bekletildi ve +4°C’de 5000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirilip, pellet uygulama tamponunda (100
mM CaClz, 70 mM MnCl, 40 mM CH3;COONa, pH=5.5) siispanse edildi. +4 °C’de
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Pellet %15 gliserol igeren 25 mL uygulama
tamponu ile siispanse edilir. Onceden buz iizerinde bekletilmis ependorflara

aktarilarak -80°C’ de depoland1 [74].
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2.2.3.4 Transformasyon

-80 °C’deki kompetent hiicreler 5 dakika buzda bekletildi. Ependorfa 50 pL
kompetent hiicrelerden alindi ve her bir tiipe 3 puL  ligasyon c¢ozeltisinden
(plazmidden) ilave edildi. Dikkatlice karistirilarak 20 dakika buzda bekletildi. Sicak
soku icin 42°C’ de 45-50 saniye tutuldu ve hemen buza alinarak burada da 2 dakika
bekletildi. Ortama 37°C’deki 950 pL LB eklendi. 37 °C’ de calkalamali etiivde
1-1.5 saat inkiibe edildi. Ekim yapmadan 30 dk o6nce LB-agar + Ampisilin
platelerine 20 pL (50 mg/ml) X-Gal ve 100 pL 0,1 M IPTG yayildi. (X-Gal ve
IPTG sadece pGEM-T vektoriine klonlamada mavi beyaz koloni se¢imi i¢in
uygulanir). Bu kiiltiiriin 100 pL’si alinarak taze hazirlanmis, 100 pg/mL ampisilin

iceren LB-agar petrisine damlatilarak 6ze ile tek koloni tarzinda ekim yapildi [65].

2.2.3.5 Rekombinant Protein Ekspresyonu

2.2.3.5.1 IPTG Kullanilarak Hedef Proteinin indiiklenmesi

Ekspresyonu T7 promoter sistemi ile baglatilmasi i¢in, ilgili genleri tasiyan
pET plazmid, BL-21 DE3 hiicrelerine transforme edildi. 500 mL’lik steril erlene 100
mL LB konuldu ve 12.5 mg/mL ampisilinden 100 pL katildi. LB-Agar + Ampisilin
petri kabi lizerinden tek bir koloni alindi, LB ortamina ekilerek 37°C” de 300 rpm de
3-4 saat inkiibasyona birakildi.

OD 550 = 0.6-0.8’¢ ulastiginda 250 pL 5 mM ZnCl, ve 400 pL 0.1M IPTG
bakteri kiiltiiriine eklendi. Kiiltiir 30°C’ de 300 rpm’de biiyiimeye birakildi [75,76].

2.2.3.5.2 Bakterilerin Yikanmasi

Bakteri soliisyonu 50 mL’lik falkonlara aktarildi ve 3000 rpm’de +4°C’ de 10
dakika santrifiij yapildi. Supernatant atild1 ve bakteriyel hiicre pelleti 10 mL 50 mM
Tris, pH:7.6 tamponu ile slispanse edildi. 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij sonrasi
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supernatant uzaklastirildi.  Yikama islemi bir kez daha tekrarland1 ve pelletler

kurutularak -20°C’ de liziz prosediiriine gegmeden 6nce sakland1 [75,76].

2.2.3.5.3 Bakteri hiicrelerinin Lizisi

Bakteriyel hiicre pelleti 10 mL soguk lizis tamponu ile siispanse edildi ve buz
ortamma almdi. 100 pL 100 mM PMSF ve 250 pL 10 mg/mL lizozim
cozeltilerinden ilave edildi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. 100 pL 5 mM
ZnCl, eklendi ve 10 dakika buzda bekletildi. Hiicre lizatina 1 mL %3’liik protamin
stilfat ¢ozeltisinden eklendi ve pipetajla karismasi saglandi. Falkon tiipii igerisindeki
ornek 3000 rpm’de +4°C’ de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijlenen 6rnegin
viskozitesi kontrol edilip, hala viskoz ise %3’liikk protamin siilfat ¢dzeltisinden 500
ML daha eklendi. Tekrar karistirildi ve 3000 rpm’de +4°C’ de 2 dakika santrifiij
yapildi. Supernatant temiz bir falkon tiipe alind1 [75,76].

2.2.4 Biyokimyasal Metodlar

2.2.4.1 Afinite Kromotografisi

2.2.4.1.1 Karbonik Anhidraz Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose 4B kati destek materyali {izerinde hazirlandi.
Sepharose 4B’nin serbest —OH gruplar1t CNBr ile aktiflestirilmistir. Sepharose 4B
afinite  jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, L-tirozin kovalent olarak
baglandi. Siilfonamid diazolanarak L-tirozine kenetlendirildi. Burada, tirozin afinite
jelinin uzanti1 kolunu, siilfonamid ise enzimi spesifik olarak baglayan kismimi
olusturmaktadir. Siilfonamid karbonik anhidraz enziminin spesifik inhibitérii olup

afinite jelinin yapisina katilarak CA enziminin saflagtirilmasmda kullanilmistir.
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Afinite jeli agagidaki prosediire gore hazirlands;

* Sepharose 4-B’nin aktiflestirilmesi ve L-Tirozinin Jele Eklenmesi

20 mL Sepharose 4B jeli destile su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimde destile su ile birlestirilerek bir silispansiyon elde edildi. Karistirilan
sispansiyona 4 g toz haline getirilmis CNBr katildi. pH metre ile siispansiyonun
pH’s1 4 M NaOH ile pH 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, 250 mL soguk 0.1 M NaHCO;
tampon ¢ozeltisi (pH 10) ile yikand1 ve bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20
mL’sinde 8 mg tirozin ¢6ziildii. Beherdeki karigima tirozinin soguk ¢dzeltisi yavasca
ilave edildi ve 90 dakika siireyle karistirildi. Karigim 4°C 16 saat bekletildi. Stirenin
sonunda jel, yitkama suyu 280 nm dalga boyunda absorbans vermeyinceye kadar bol
su ile yikandi.  Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen ortamdan
uzaklagtirildi.  Yikama 100 mL 0.2 M NaHCO; tamponu (pH 8.8) ile tekrarlandi.

Tirozin takil jel ayn1 tamponun 40 mL’si i¢ine alind1.

¢ Siilfonamidin Kenetlenmesi

25 mg p-amino benzen siilfonamid, 0°C civarinda 10 mL 1 M HCl igerisinde
¢oziildii. 75 mg NaNO; ihtiva eden 0°C’deki 5 mL ¢ozelti, siilfonamid ¢ozeltisine
damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis olan siilfonamid
40 mL Sepharose 4B-L-tirozin silispansiyonuna ilave edildi. pH:9.5 degerine
cikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1L destile
su ve 200 mL 0.05 M Tris-SO4 (pH 7.5) tamponu ile yikandi ve ayni tampon
icerisinde saklandi [74].
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Sekil 2.3 Afinite jeli sentezinin sematik gosterimi.

2.2.4.1.2 Enzim Cozeltisinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve Enzimin

Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1x10 cm boyutlarmmdaki bir kolona paketlenerek
dengeleme tamponu: 25 mM Tris-HC1/22 mM Na,S04/0.05 mM EDTA (pH 8.7) ile,
istten ilave edilen ve alttan toplanan tamponun pH degerleri birbirleriyle esit
oluncaya kadar yikanarak dengeleme saglandi. Diyaliz sonrasi elde edilen enzim
cozeltisi kolona tatbik edildi ve yikama tamponu: 25 mM Tris-HCl/22 mM
Na,S04/0.05 mM EDTA (pH 8.7) ile yikandi. Boylece CA’nin biiyiik kismi afinite

jeline tutunmus ve diger safsizliklar uzaklagmis oldu. Daha sonra eliisyon tamponu:
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0.1 M NaCH3;COO / 0.5 M NaClO4 (pH 5.6) tamponu ile enzim eliisyonu yapildi ve
2’er mL halinde tiiplerde toplandi. Eliiatlarda 280 nm’de kalitatif protein tayini
yapild1 ve enzim aktivitesine bakild1 [74].

2.2.4.2 CO,-Hidrataz AKktivitesi

Karbonik anhidraz enziminin, saflastirilma siirecindeki aktivite tayinleri,
CO»-hidrataz aktivitesi yontemiyle yapildi. Maren ve arkadaslarinin gelistirdikleri
bu yontem, CA enziminin saflastirilma siirecinde diger arastirmacilar tarafindan

yaygin olarak uygulanmustir.

Bu yontem, CO,’nin hidratasyonu sonucu agiga ¢ikan H' nedeniyle pH
degerinin 10.0’dan 7.4’e diismesi siiresinin 6l¢giimiine 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,COs / 0.1M NaHCOs3) kullanildi [2].

Reaksiyon tiipiine 6nce 2 mL indikator ve 1.5 mL doygun CO, c¢ozeltileri
konuldu. Bu karigimin iizerine, enzim ¢ozeltisinden 0.1 mL ve ayni anda karbonat
tamponundan 0.4 mL ilave edilerek, rengin kirmizidan sartya (pH degerinin 10.0’dan
7.4’e) doniismesi i¢in gecen siire belirlendi (tc). Aym islemler, enzim ¢ozeltisi
yerine 0.1 mL destile su eklenerek yapildi (to). Yonteme gore CA enzim aktivitesi
icin bir enzim iinitesi (EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini

yartya indiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Buna gore;

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

formiilii uygulanarak, kullanilan enzim ¢o6zeltisi hacmi i¢in enzim {initesi

degeri hesaplanir.
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2.2.4.3 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

1.77xVx(S, - S,)
3.54 -8,

g(NH4)zSO4 =

V : Lizis sonrasi ekstraktin hacmi, S;: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum

stilfat doygunlugu, S, : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Jel Filrasyon Kromatografisi i¢in kolona uygulanacak numunenin derisik
olmasi gerektigi icin hiicre ekstrakti %80 doygunluga getirildi ve 15000 rpm’de 30
dk santrifiijlenerek c¢oktiiriildi. Cokelek c¢ok az miktardaki 0.05 M Tris-SO4

tamponunda (pH 7.4) ¢ozdiiriilerek kolona uygulanabilir duruma getirildi.
2.2.4.4 Jel Filtrasyon Kromatografisi

Bu teknik, ¢ok ilimlh sartlarda proteinler, polisakkaritler, niikleik asitler ve
bir¢cok polipeptidleri saflastirmak i¢in kullanilir. Jel Filtrasyon Kromatografisinin
(JFK) temel prensibi, molekiil biiylikliigline gore bilesikleri ayirmaktir. Bu teknikte
sabit fazi jel partikiilleri olustururken hareketli faz ise, yiiriitiicii ve eliisyon ¢ozeltisi

olarak kullanilan su ya da tampon ¢ozeltileridir.

1 g Sephadex G-100 200 mL 0.05 M Tris-SO4 tamponu (pH:7.4) igine alinir.
72 saat 25° C’de bekletilerek polimer materyal (Sephadex G-100) sisirilir. Polimer
materyalin i¢cindeki hava, su trompu kullanarak vakumla uzaklastirilir. Sisirilmis ve
havas1 uzaklastirilmis polimer materyali pH’s1 7.4 olan 0.05 M Tris-SO4 tamponunda
icinde hava kabarcig1 olmayacak sekilde kolona aktarilir. Sistem ayni tamponla
dengeye getirilir. Kolonun akig hizi ayarlanir ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile
deristirilen numune kolona uygulanir. Numune, jelde ilerlerken kolona siirekli

tampon ilavesi yapildi ve eluatlar toplandi [77].
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2.2.4.5 Kalitatif Protein Tayini

Kromotografi islemleri sonunda, eluatlar esit hacimde alinarak biitiin
fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu metodun esasi, 280 nm’de
proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin maksimum absorbans
gostermesi prensibine dayanmaktadir [74]. Kolon fraksiyonlar1 esit hacimde kuvars
kiivetlere almarak, absorbanslar1 UV-spektrofotometrede kore karst okundu.

Ornekler SDS-PAGE ile goriintiilenerek Maya CA’nim bulundugu tiipler tespit edildi.

2.2.4.6 CO,-Hidrataz Aktivitesi (Stopped Flow Kinetik Cihaz ile)

SX.18MV-R Applied Photophysics Stopped-flow (SF) aleti CA-CO;
hidratasyon aktivitesi i¢cin kullanildi. Bu alet, hizli kimyasal, biyokimyasal ve
biyolojik reaksiyonlarin stop-flow ile baglamalarini saglar. Bu yontemde reaktifler
ayni anda enjekte edilirler karigma boliimiine ve hemen reaksiyona girerler. Daha
sonra karigim, 6l¢iim hiicresine dogru ilerleyip stop siringasina kadar devam eder ve
bu esnada ol¢iimii alinir (Sekil 2.4) [78].

Temel avantajlar1 arasinda, fizyolojik sartlar altinda pH ve sicaklik, reaksiyon
zamanlarinin ve reaktif miktarlarmin indirgemesine sahip olma, tekrarlanabilir

uretim verilebilir.

Rezervoar smngalan
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Sekil 2.4 SF cihazinin diagrami
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. b
Sekil 2.5 SF cihazinin fotografi

2.2.47 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

Ekspresyon sonucunda elde edilen CA enzimi ekstraktt jel filtrasyon
kromatografisi ile saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda;
yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum
dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli tarafindan belirtilen yontemle

yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi [79].

Bu amacla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri lizerine konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina
yerlestirildi. Cizelge 2.18’te belirtildigi gibi hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina
iistten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklagik 15 dakika) iist
yiizeydeki n-biitanol uzaklastirildi. Daha sonra cam plakalarin arasi tamamen
doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin iizerine yigma jeli ilave edildi. Jel

kasetindeki yiikleme jelinin Tlizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
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polimerlesmesi beklendi. (yaklasik 30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra
tarak, kuyucuklarm arasinin bozulmamasimna dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar
once saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina ytiriitme

tamponu konuldu.

Jel filtrasyon kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan toplam
hacim 100 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler
sogutularak enjektorle kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina
baglanarak 80 volta ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu igindeki boyaya ait bant yiikleme jelinden ayirma jeline vardiginda
voltaj 200 volta ¢ikartildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin altina
0.5 cm kalana kadar yiiriitiildiikten sonra akim kesilerek yiirtitme durduruldu. Cam
plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi yigma jel kesililip ayrildiktan sonra protein
bantlarini igeren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1-1.5saat kadar
calkalayici lizerinde birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak
renk agma ¢ozeltisine konuldu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin
rengi agilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel,

renk agma ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.

2.2.4.8 Inhibitérler icin ICs) Degerlerinin Belirlenmesi

Farkli inhibitorlerin ICso degerlerini bulmak igin, optimum sartlarda CO2
substratmn 70 mM sabit konsantrasyonunda calisildi. Once inhibitér olmadan
ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Degisik
inhibitdr konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar Stop Flow aletinde
557 nm’de HEPES tamponuna karst okundu. FElde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite — [I] grafikleri ¢izildi. Bu

grafiklerden yararlanarak her bir inhibitor i¢in ICso degerleri hesaplandi.

55



Cizelge 2.31 Maya CA inhibisyonunda kullanilan inhibitorler
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3. BULGULAR

3.1 Maya Genomik DNA’s1

Prof. Karl Entian’dan temin edilen Saccharomyces cerevisiae maya soyu
prosediire gore YPD agarli petriye ekildi ve bir gece 30 °C’de biliylimeye birakildi.
Petri kabinda biiyliyen mayalardan tek koloni segilerek sivi YPD’ye ekimi yapildi ve
bir gece 30 °C’de inkiibe edildi. Prosediire gére mayanin genomik DNA’s1 izole
edildi. Elde edilen DNA &rnekleri %0,8’lik agaroz jele yiiklendi ve yiiriitiildii. Izole
edilen DNA orneklerinin ¢ok fazla miktarda RNA kirliligi icerdigi gozlendi ve
Riboniikleaz A ile muamele ederek Fenol/Kloroform ekstraksiyonu yapildi ve etanol

¢oktiirmesi sonucu temiz DNA elde edildi.

a)

Sekil 3.1 a)Maya Genomik DNA’si. M marker, 1-4 DNA Ornekleri b) Yikama
sonrast Maya Genomik DNA’s1. M marker, 5-6 yikanmig DNA. .

b)
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3.2 Primer Tasarimi

Primer tasarlanirken www.restrictionmapper.org , www.bioinformatics.org

ve www.idtdna.com adreslerinden yararlanilarak buradaki programlar kullanild1.

Once NCE103 genini kesen ve kesmeyen enzimler saptandi. Geni kesmeyenler
arasindan pET21a vektdriiniin klonlama bdlgesindeki enzimlere bakild1 ve burada
bulunan BamH I ve Sac I enzim kesim bdlgeleri secilerek primerlerde kullanild.
Tasarlanan primerlerin kalip DNA’ya baglanmasint engelleyecek sekilde kendi
icerisinde hairpin (sa¢ tokasi) olusturup olusturmadigma bakildi.  Primerlerin
ozelliklerine bakilarak birbirine yakin olmalarina dikkat edildi. Ty, sicakliklarinin

birbirine yakin olmasi ve niikleotidlerin dagilimi miimkiin oldugunca esit olmasina

dikkat edildi.

Cizelge 3.1 Maya CA primerleri

Primerin | Uzunluk | % GC | T\, °C | Dizisi
Adi be¢ orani

Forward 22 54.55 | 64.54 5'-AGGATCCATGAGCGCTACCGAA-3'
BamHI

Reverse 22 45.45 | 60.81 |5-AGAGCTCCTATTTTGGGGTAAC-3'
Sacl
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Sekil 3.2 Primerlerinin sa¢ tokasi olusturmasi . a) Forward primer, b) Reverse
primer

3.3 PCR

PCR protokoliine gore; PCR tiiplerine Tampon, MgCl,, destile su, dNTP
karisimi, DNA 6rnegi (negatif kontrolde DNA yerine su), Forward Primeri, Reverse
Primeri ve en son olarak Taq DNA Polimeraz enzimi eklendi ve tiipler PCR cihazina
yerlestirildi ve Cizelge 2.22°deki programa gore reaksiyon gerceklestirildi. PCR
sonucu olusan {iriinler agaroz jelde yiiriitiildii ve 666 bg’lik bolgede maya NCE103
genine ait bant gozlendi ve UVP Goriintiileme cihazi ile goriintiilendi. Negatif

kontrol tiiptinde de herhangi bir DNA kontaminasyonu gozlenmedi.
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666 be

Sekil 3.3 PCR sonucu olusan iiriin; 1. ve 5. Marker, 2. ve 3. PCR iiriinii, 4. PCR
negatif kontrol.

3.4 NCE103 Geninin pGEM-t Vektoriine Klonlanmasi ve E.coli’ye

Transformasyonu

pGEM®-T Vector Systems (Promega) kiti kullanarak Promega’nin
protokoliine gére pGEM-T vektorii ile PCR sonucu elde edilen NCE103 geni bir
gece +4 °C’de ligasyona birakildi. Ligasyon {iriinii DH5a E.coli soyuna transforme
edildi. Ampisilin igeren LB agarli petri kaplrma X-Gal ve IPTG yayild1 ve bu petri
kaplarina transformasyon iirlinlerinden ekim yapildi ve bir gece 37 °C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi petri kaplarinda mavi beyaz koloniler olustu. Hicbir
DNA pargasi icermeyen negatif kontrolde sadece mavi koloniler olustu. Bunlar da
pGEM-T vektoriiniin kendisi halkalasarak hiicreye transforme olmasi sonucu
ampisiline diren¢ kazanarak mavi koloni olusturur. Kontrol DNA igeren pozitif
kontrolde hem beyaz hem de mavi koloniler olustu. NCE103 geni ile transforme
edilen hiicrelerden mavi beyaz koloniler olustu. Beyaz koloniler NCE103 genini
iceren pGEM-T vektoriine sahip hiicrelerdir. Beyaz kolonilerden LB s1v1 kiiltiiriine
tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler ¢ogaltildi. QIAprep Spin Miniprep Kiti ile
plazmid izolasyonu yapildi ve plazmidler BamH I ve Sac I restriksiyon enzimleri ile

kesildi. Kesim sonucu agaroz jelde yiiriitiildii ve vektorden kesilen gen QIAquick
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Gel Extraction Kiti ile geri kazanildi. Geri kazanilan maya NCE103 geni tekrar
agaroz jelde yliriitiilerek kontrol edildi.

Sekil 3.4 Transformasyon sonrasi olusan mavi beyaz koloniler.

' 10000

il | iy ® 5000
40
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-
3a00
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a) b) 666 bg

Sekil 3.5 a)Mini Prep Kiti ile pGEM-T + NCE103 plazmidinin izolasyonu; M. 1
kb’lik Marker, 1. ve 2. pGEM-T + NCE103 plazmidi. b) M. 1kb’lik Marker, 3.
BamH I ve Sac I enzimleri ile kesilen pGEM-T+NCE103 plazmidinden, Jel
Ekstraksiyon Kiti ile geri kazanilan kesilmis NCE103 geni.
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3.5 Dizi Analizi

Beyaz kolonilerden s1vi LB kiiltiiriine tek koloni ekimi yapildi ve bir gece 37
°C’de calkalamali etiivde inkiibe edildi. Bu hiicre kiiltiiriinden gliserol stok
hazirlandi. Beyaz kolonilerin igerdigi vektordeki DNA parcasinin PCR ile ¢ogaltmis
oldugumuz gen olup olmadigini belirlemek icin vektdr otomatik dizi analizi ile
kontrol edilmistir. Bu amacla ampisilin iceren LB agar petrisinde ekili olan klon
LARK Tecnologies, UK ye gonderilmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglar1
biyoinformatik olarak NCBI’da analiz edilmis, Maya CA geni ile
karsilastirilmistir(Sekil 3.7) ve gen aminoasit dizisine ¢evrilmistir (Sekil3.6). Kristal
yapilar1 aydmlatilmis olan bazi B-CA’larin amino asit dizileri ile Maya CA’nin
amino asit dizisi arasinda karsilastiriimasi yapilmustir ve Maya CA’nin Zn*" iyonunu
koordine eden amino asitleri tespit edilmistir (Cizelge 3.2 [80]’deki kaynaktan

uyarlanmistir).

Cizelge 3.2 Maya CA’nin diger B-CA yapilari ile karsilastiriimasi

+. N N N
Zn* iyonunu koordine eden amino asitler

Maya CA ile
B-CA kaynagi % benzerlik Cys’’ His' Cys' ° Asp”
M. thermoautotrophicum 33 Cys™” His®’ Cys” Asp™”
Pisum sativum 41 Cys'® His™° Cys™® Asp'®
E. coli 29 Cys* His™® Cys'"! Asp*
M. tuberculosis, Rv3588c 21 Cys’! His'™ Cys'" Asp™
M. tuberculosis, Rv1284 28 Cys® His™® Cys’! Asp’’
P. pupureum 35 Cys*? His** Cys*® Asp™®”
Pichia stipitis 37 Cys” His'** Cys"! Asp”
Candida albicans 37 Cys'® His'®"! Cys'® Asp'®
Candida glabrata 54 Cys™ His'*® Cys'"! Asp™
Aspergillus fumigatus 36 Cys'"? His'” Cys'”® Asp™!
Aspergillus clavatus 35 Cys'’ His'? Cys'?® Asp”’
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gcct cccagat gaacaacat acagccaact tt gt t cccagat cacaat gcgaagggccagt cccct cacactcttttcat cgge
A S QMNNI QPTULFUPDMHNAIKG G QQSWPHTULFI G
tgctccgattcgegttacaacgaaaact gtttaggt gt cttgcccggcgaagt gtt cactt ggaaaaat gtt gct aacat at gt
cC S DS RYNIENTCLGVLZPGEVEFTWIKNVANI C
cact cagaggatttaactttgaaggccactttagagtttgccattatttgtctaaaagttaacaaagttattatttgtggccac
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T bCGGI KTOCLTNQQREALUPIKVNTC CSHILY K'Y
ttagacgat att gacaccat gt accat gaagagt cacaaaat t t gat ccat t t gaaaacgcaacgt gaaaaat ct catt acctg
L Dbl DTMYHEZESOQNLI HL KTQREIKSHY'L
tcgcact gt aacgt caaaaggcagt t t aat aggat t at t gaaaaccct act gt gcaaact gct gt acaaaat ggagaat t acag
S HCNVIKRQFNRI I ENPTVQTAV QNG GTETL Q
gt at acggt ct gct t t acaacgt agaggacggt ct act gcaaacagtt agcact t acacaaaagt t accccaaaat ag

VY GL L YNV EDSGLULOQTVSTYT KV TPK -

Sekil 3.6 NCE103 geninin aminoasit dizisine ¢evrilmesi

NCE103 1 ATGAGCGCTACCGAATCTTCATCTATATTCACATTGAGT CACAACTCAAACCTACAAGAT 60

R R R N AN RN RN RARRA AN
MayaCA 736 ATGAGCGCTACCGAATCTTCATCTATATTCACATTGAGTCACAACTCAAACCTACAAGAT 677

NCE103 61 ATCTTGGCCGCCAATGCCAAAT GGGCCTCCCAGATGAACAACATACAGCCAACTTTGITC 120

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
MayaCA 676 ATCTTGGOCGOCAATGCCAAATGGGECCTCCCAGATGAACAACATACAGCCAACTTTGTTC 617

NCE103 121 CCAGATCACAATGCGAAGGGCCAGICCCCTCACACTCTTTTCATCGGCTGCTCCGATTCG 180

R R A R R AN AR
MayaCA 616 CCAGATCACAATGOGAAGGGOCAGTCCOCTCACACTCTTTTCATCGGCTGCTCCGATTCG 557

NCE103 181 CGITACAACGAAAACTGTITTAGGTGICTTGCCCGGCGAAGTGTTCACTTGGAAAAATGIT 240

R R R AR AR
MayaCA 556 CGTTACAACGAAAACTGTTTAGGTGICTTGOCCGGCGAAGTGT TCACTTGGAAAAATGTT 497

NCE103 241 GCTAACATATGICACTCAGAGGATTTAACTTTGAAGGCCACTTTAGAGTTTGCCATTATT 300

R A R AR AR AR ARy
MayaCA 496 GCTAACATATGTCACTCAGAGGATTTAACT TTGAAGGCCACTTTAGAGT TTGCCATTATT 437

NCE103 301 TGTCTAAAAGTTAACAAAGTITATTATTTGTGGCCACACTGATTGIGGTGGTATAAAGACA 360

COCEEEEE e e e e e e e e e et
MayaCA 436 TGTCTAAAAGTTAACAAAGT TATTATTTGT GGCCACACTGATTGTGGTGGTATAAAGACA 377

NCE103 361 TGTTTAACTAACCAAAGGGAAGCCTTACCAAAAGTTAACTGTTCTCATCTGTACAAGTAC 420

R R R R AR R AR ANy
MayaCA 376 TGTTTAACTAACCAAAGGGAAGCCT TACCAAAAGT TAACTGT TCTCATCTGTACAAGTAC 317

NCE103 421 TTAGACGATATTGACACCATGTACCATGAAGAGTCACAAAATTTGATCCATTTGAAAACG 480

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
MayaCA 316 TTAGACGATATTGACACCATGTACCATGAAGAGT CACAAAATTTGATCCATTTGAAAACG 257

NCE103 481 CAACGIGAAAAATCTCATTACCTGICGCACTGIAACGTCAAAAGGCAGTTTAATAGGATT 540

R R R AR RN AR AR R ARy
MayaCA 256 CAACGTGAAAAATCTCATTACCTGTCGCACTGTAACGTCAAAAGGCAGT TTAATAGGATT 197

NCE103 541 ATTGAAAACCCTACTGTGCAAACTGCTGTACAAAATGGAGAATTACAGGTATACGGTCTG 600

COCEEETEE e e e e et e e e e
MayaCA 196 ATTGAAAACCCTACTGTGCAAACTGCTGTACAAAAT GGAGAATTACAGGTATACGGTCTG 137

NCE103 601 CTTTACAACGTAGAGGACGGT CTACTGCAAACAGT TAGCACTTACACAAAAGTTACCCCA 660

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
MayaCA 136 TACAACGTAGAGGACGGT CTACT GCAAACA CACAAAAGTTACCCCA 77

NCE103 661 AAATAG 666

RN
MayaCA 76  AAATAG 71

Sekil 3.7 NCEI03 geni ile dizi analizinden gelen Maya CA dizisinin
karsilastirilmast

64



$9

ISeW[LISe[ISIY UIULIS[IZIP JISe OUIWE J[I DIn.IqV]3 DPIpUD)) dA SUDIIGID vPIpun)) Uuru, ) AR 8¢ [IoS

o BODNO LATT aonagd v TieIqerh Tprpum)
127 HINATITIHIIHAHITITITIOIIE ————IDIH V2 SUTOTQIT TpIpuUT)
T28 ———————————————— ﬂm,f.&,rﬁm --—-ofi V2 9PTSTASTSD s20AiUOTTYIITS
L Rl R R S R
052 08z 0Lz

v e3EeIqerh oprpuT)
¥ sumoTqre oprpue)
Vo SDPTSTASTSD so2iNorocysoos

M

T =ty LT OD N
Td me |||||| Mmq.H SO LY
miﬁﬁqr?ﬂcrc_ﬁm
R e Y Y T - -

orE orE oL o8T OLT

I I T MUIHEQQU ISIHSIATIE
w m N m._wm mm .HL._.MMH ITHT TAJIOMATIIPTH TMT T I AL
HH H _U__ H Hmlﬂ_.H.MEmH SITHANLI
QWN MN

&

AP AT IO d TADTOMIT ML T 20 1 v paorgqerh oprpund

H:.,_mh dH ..,HHH:_M..HE_H“_.-QQ._E_ ¥ SUTOTTE DpTpUD)

hlm:mﬂﬁ_qu _HE _m_ ) =TT | VD) 90TETASISD S92ANoTDyInTs

=R (877 (L WU (17 T DG T eana L~ — === == = o ¥2 eaeIqerb epIpuT)

02 SIALLN __.HE_.H__H = mm%ﬁﬁ@mbﬁbmmhmHHE&EAEEEQAAAMOQMHHPAQMHEQHHAOPMAHEHme_H ¥ SuroTqre mprpury

1% GMEM._W W T T o S LT ———————— ¥ 2PTsTASTaD saadworoyirovs
- - - — [P -

—u
oF

I R RN R R RS N R Rl R R
o L oF o oL or




3.6 NCE103 Geninin pET21a Vektoriine Klonlanmasi ve E.coli’ye

Transformasyonu

Halkasal yapida olan pET21a vektorii BamH I ve Sac I restriksiyon enzimleri
ile kesilerek dogrusal hale getirildi. Daha dnce pGEM-T vektoriinden kesilerek geri
kazanilan NCE103 geni ile kesilmis olan pET21a vektorii Promega’nin protokoliine
gore 1 gece +4 °C’de inkiibe edildi. Ligasyon iirinii BL-21 Codon Plus E.coli
soyuna transforme edildi. Ampisilin iceren LB agarl petri kaplarina transformasyon
iirinlerinden ekim yapildi ve bir gece 37°C’de inkiibe edildi. Olusan kolonilerin
ligasyon {iriinii icerip icermediklerini kontrol etmek i¢in tek kolonilerden ampisilinli
stvi LB kiiltiiriine ekimi yapildi ve bir gece 37°C’de inkiibe edildi. Biiylimiis olan
hiicre kiiltlirtiniin bir kismindan gliserol stok hazirlandi ve etiketlenerek -80°C’de
sakland1. Geri kalan hiicre kiiltlirlinden Mini Prep Kiti ile plazmid izolasyonu yapildi
ve NCE103 genini igerip icermedigini kontrol etmek i¢in BamH I ve Sac I kesim
enzimleri ile plazmid kesildi. Reaksiyon sonucunu gormek i¢in agaroz jelde
yiiriitiildii. NCE103 genini i¢eren kolonideki plazmidin kesiminde ¢ift bant gozlendi;

genin bulundugu ve plazmidin bulundugu bolgelerde.

M 1 2 3 4 5 6 7 b¢

10000
S000
@lj [W]N]
5000

1000
750
- 500

2a0

666 bg

Sekil 3.9 M. Marker, 1. pGEM-T + NCEI103 plazmidinin izolasyonu, 2. pET21a
vektori izole edilmis, 3. ve 4. pGEM-T + NCE103 kesim sonucu, 5. ve 6. pET21a
kesim sonucu, 7. pGEM-T + NCE103 plazmidinin izolasyonu — 2. eliisyon
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Sekil 3.10 M. Marker, 1., 2. ve 3. siras1ile 1, 1.1 ve 2 numarali 6rneklerden izole
edilen pET21a + NCE103 plazmidinin kesim sonuglar.

3.7 Maya CA’min Ekspresyonu ve Saflastirllmasi

3.7.1 Maya CA’nin Ekspresyonu

Maya CA enzimini ekspre etmek amaciyla plazmid BL-21(DE3) Codon plus
E.coli soyuna transforme edilmistir. Kullanilan pET21a plazmidinde istenilen genin
ekspre olabilmesi igin E.coli soyunun se¢imi ¢ok 6nemlidir. Istenilen genin IPTG
uygulamasi ile ekspresyonu amaciyla BL-21(DE3) Codon plus kullanilmigtir. Bu
soy genomunda T7 RNA polimeraz geni tagimaktadir [76,81].

Sekil 3.9°da IPTG uygulamasi ile istenilen genin ekspresyonu
gosterilmektedir. IPTG Lac represor proteinine baglanarak, onun Lac operatdr
bdlgesine baglanmasini engeller. Bdylece T7 RNA polimeraz geni serbest kalarak
T7 polimeraz enzimi sentezlenir. T7 RNA polimeraz enzimi pET plazmitteki T7

transkripsiyonel promotera baglanir ve istenilen proteinin sentezini saglar [76].
IPTG uygulamasi ile ekspresyonun varligmin tespiti i¢in kontrol olarak

plazmid icermeyen BL-21(DE3) Codon plus E.coli soyu LB Agar {izerinden tek bir
koloni alindi, LB ortamma ekilerek 37°C’ de 300 rpm de 3-4 saat inkiibasyona
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birakildi. OD sso= 0.6-0.8’e ulastiginda 250 pL 5 mM ZnCl, ve 400 pL 0.1 M IPTG
bakteri kiiltiiriine eklendi. Kiiltiir 30°C’ de 300 rpm’de biiyiimeye birakilda.

Maya CA geni tastyan plazmidi iceren 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 550 = 0.6-0.8’¢ ulagtiginda 250 pL
5 mM ZnCl, ve 400 UL 0,1 M IPTG bakteri kiiltiiriine eklendi. Kiiltiir 30°C’ de 300
rpm’de biiyiimeye birakildi [76].

E.Coli kromozomuna entegre
olmus T7 RNA Polimeraz Geni

(’VW| Represor | Lac Promoter| Lac Operator T7 RNA Polimeraz Geni }-"-’V‘-’)
Lac Represorii Operatore bagh
l olmadiginda Transkripsiyon
Represor mRNA l
JUvuvuuu)
T7 RNA Polimeraz mRNA

Represor Operatore
baglanamiyor

|
A N /

Lac Represor Proteini

T7 RNA Polimeraz
(%~ )
(IPTG) NCE103 mRNA

. Uuvuvuvuuvuuud
AN / TS
Tranglasyon
A
09 oo on® NCE103 genj
A0

11 \’ﬁ“\ (o

w pET21a+ NCE103

Biyokimyasal olarak
aktif protein

Sekil 3.11 IPTG uygulamasi ile rekombinant proteinlerin ekspresyonu[76].
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Sekil 3.12 M. Marker, 1. ImM IPTG ile indiiklenmis ekstrakt, 2. indiiklenmemis
ekstrakt , 3. saf hCAI ve 4. saf HCAII

3.8 Afinite Kromatografisi

Sepharose4B-L-tirozin-Benzensiilfonamid  afinite  jeli ile proteinler
saflagtirildi. Kolona ornegin uygulanmasindan sonra protein gelmeyinceye kadar
yikama islemine devam edildi ve 280 nm’deki absorbansin diisiisli izlendi. Daha
sonra kolonda tutunan Ornegin eliisyonu yapildi. Kolonun eliisyonunda tiiplere
toplanan 6rneklerin 280 nm’deki protein varligi tespit edildi. Ham ekstrakt ve eliie

edilen 6rneklerin hidrataz aktiviteleri 6l¢iildii fakat aktivite gézlenemedi.

0,1~

0,08 -

0,06 -

0,04 -

Absorbans 280 nm

0,02

O T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiip No:

Sekil 3.13 Afinite Kromatografisi ile saflagtirilan Maya CA enziminin grafigi
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3.9 Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel Filtrasyon Kromatografisi ile saflastirilan Maya CA enziminin aktivitesi
laboratuarimizda belirlenemedigi i¢in elde edilen biitiin eliiatlar SDS-PAGE ile
goriintiilendi ve Maya CA’nm bulundugu tiipler tespit edildi daha sonraki aktivite
calismalarinda kullanmak i¢cin. Eliisyonlara, son konsantrasyon %5 olacak sekilde

steril gliserol eklendi ve -20° C’de saklandh.

1,6 -
1,4
€12
c
& 1
8
@ 0,8 -
(3]
2 06 -
[e]
304
< ’
0,2 -
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19
Tiip No

Sekil 3.14 Jel Filtrasyon Kromatografisi ile ayrilan proteinlerin absorbanslar1
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Sekil 3.15 JFK ile ayrilan proteinlerin SDS-PAGE goriintiisii. 2-8 fraksiyonlar, M
Marker

3.10 Baz CA Inhibitérleri ile Maya CA’mn inhibisyonu

Inhibisyon calismalarinda klinik amaglh kullanilan siilfonamid bilesikleri
kullanildi.  Bu inhibitorlerin 1Csy degerlerinin belirlenmesi amaciyla substrat
konsantrasyonu sabit tutulmak suretiyle farkli konsantrasyonlarda inhibitor
cozeltileri kullanilarak enzimin hidrataz aktiviteleri belirlendi. %Aktivite-[I] grafigi

cizilerek olusturulan egri denkleminden ICso degerleri hesaplandi.

71



100%

80%

60%

40%

%CA aktivite

20% -

0%
0 10-8M 10-7M 10-5M 10-3M

Asetazolamid (M)

Sekil 3.16 Asetazolamid inhibitdriiniin Maya CA enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi

100% +100%

80% -
2 9%
>
= 60% -

40% -
Q ° 35%

20% -

O% T T 1
0 10-7M 10-5M 10-3M
Metazolamid (M)

Sekil 3.17 Metazolamid inhibitoriiniin Maya CA enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.18 Etokszolamid inhibitdriiniin Maya CA enzimi {lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.19 Diklorfenamid inhibitoriiniin Maya CA enzimi tizerindeki inhibisyon

etkisi
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Sekil 3.20 Dorzolamid inhibitdriiniin Maya CA enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.21 Brinzolamid inhibit6riiniin Maya CA enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.22 Benzolamid inhibitdriiniin Maya CA enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.23 Topiramat inhibitoriiniin Maya CA enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.24 Sulpirid inhibitdriiniin Maya CA enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.25 Indisulam inhibitoriiniin Maya CA enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.26 Zonisamid inhibitoriiniin Maya CA enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.27 Valdekoksib inhibitdriiniin Maya CA enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.28 Selekoksib inhibitoriiniin Maya CA enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.29 Sulthiam inhibitoriiniin Maya CA enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.30 Sakarin inhibitoriiniin Maya CA enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Cizelge 3.3 Inhibitérlerin Maya CA enzimi iizerindeki ICso degerleri

Inhibitor ICsy Degerleri M(mol/L)
Asetazolamid 8.27 x 107
Metazolamid 8.61x 10°
Etokszolamid 5.41x10°
Diklorfenamid 5.73x10°
Dorzolamid 7.35x10°
Brinzolamid 7.58 x 10°
Benzolamid 7.37x10°
Topiramat 7.35x10°
Sulpirid 8.74 x 10
indisulam 8.93x 10
Zonisamid 6.29 x 10
Valdekoksib 1.04x 107
Selekoksib 7.41 x 10°
Sulthiam 1.51x 107
Sakarin 6.43 x 107
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, Saccharomyces cerevisiae mayasindan genomik DNA izole
edilerek, PCR ile karbonik anhidraz enzimini kodlayan NCE103 geni ¢ogaltilmistir.
Elde edilen gen vektdr icerisine klonlanarak, E.coli’ye transforme edilmigstir. Bakteri
icerisinde ekspre edilen maya karbonik anhidraz enzimi belirli dl¢lide saflastirilarak
bu enzim iizerinde klinik amagli kullanilan 15 farkli siilfonamid bilesigi ile

inhibisyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

Arastrmamizda, B-CA enzimi kaynagi olarak Saccharomyces cerevisiae
mayasi tercih edilmistir. Mayalarin orjinal habitatlart meyveler ve meyve sularidir.
Ancak gilinlimiizde kullanilan ticari mayalar, bu orijinal wrklardan ¢ok farkli olup
yillar boyunca seleksiyona ugramig ve genetik olarak manupile edilmis kiiltiir
wrklaridir. Hamur ve alkollii igki sanayinde kullanilan mayalar biitiin funguslar
icerisinde biyolojik olarak en iyi bilinen organizmalardir. Tek hiicreli olduklarindan
kolayca incelenirler. Saccharomyces cerevisiae de E.coli gibi biyolojide en ¢ok
calisilmig model organizmalardan biridir. S. cerevisiae bu konuma endiistrideki
yaygin kullanimindan dolay1 ulagmustir. Insan biyolojisinde dnemli olan pek ¢ok
protein once mayada bulunan karsiliklarinin arastirilmast sonucunda kesfedilmistir.
Okaryot biyolojisindeki problemler en kolay sekilde bu organizmalar iizerinde

calisilarak ¢oziilebilmektedir [57,58].

Endiistride kullanilan bu maya i¢in son derece énemli fizyolojik fonksiyonu
bulunan CA enzimine ydnelik arastirmalar yapilmistir[35,49,61-63]. 1lk basta
NCE103 geninin delesyonu pH toleransini etkilemedigi, fakat oksijene kars1
duyarliliga neden oldugu belirlenmis ve maya CA’nin oksidatif strese karsi gerekli
oldugu diisliniilmiistiir. Ancak enzimin CA aktivitesi gozlemlenememistir [49].
Daha sonra yapilan bir ¢alismada da NCE103 geni delesyonuna ugratilmis maya
soyunun H»O; veya peroksinitrite karsi bir duyarlilik géstermedigi tespit edilmistir.

Dahas1 NCE103 geninin {iriinii olan proteinin kayda deger CA aktivitesine sahip
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oldugu bulunmustur [62]. CA enziminin anaerobik kiiltiirlerde mayanin biiyiimesi
icin zorunlu oldugu ve NCE103 geninin eksikliginde mutantlar sadece atmosferik
COy’in kismi basincinda biiyiiyebildikleri tespit edilmistir [63]. Maya CA
enziminin, CA aktivitesine sahip oldugu ve CA enzimine cok spesifik olan
inhibitorlere karst duyarli oldugu ve bu enzimin mayada fonksiyonel bir B-CA

oldugu bulunmustur [35].

Literatiirdeki farkli ¢aligmalarda PCR iiriinii olan genleri klonlamak ig¢in
degisik vektorler kullanilmigtir; TOPO® Cloning pCR kiti kullanarak pCR®T7
vektorii icerisine Mycobacterium tuberculosis CA geni klonlanmis [80], pET-3a
ekspresiyon vektoriine E.coli CA geni [40], pET16(b) igerisine Methanobacterium
thermoautotrophicum CA geni klonlanmistir [82]. pET21a vektorii icerisine hCA 1
geni klonlanmis ve basarili bir sekilde hCA I izoenzimi ekspre edilmistir [83].

Bu ¢alisgmada NCE103 geni intron bdlge icermedigi i¢in dogrudan maya
genomik DNA’sindan PCR ile amplifikasyonu yapilmigtr. PCR iiriinii gen
restriksiyon enzimi ile kesime ihtiya¢ duymadan dogrudan pGEM-T vektdriine, daha
sonra da ekspresyon amaci ile pET21a vektoriine klonlanmigtir.  NCE103 genini
iceren pGEM-T vektorii DHS5a E.coli soyuna transforme edilmistir. Plazmid
otomatik dizi analizine gonderilmis ve alinan sonucun biyoinformatigi yapilmistir.
Elde edilen dizi analizi sonuglar1 Boliim 3, Sekil 3.6’da goriilmektedir. Dizi analizi
sonucundan herhangi bir mutasyon olmadigi tespit edildikten sonra ekspresyon

basamagina gecilmistir.

E.coli’nin BL-21 soyu rekombinant protein ekspresyonunda sahip oldugu
ozellikleri agisindan yaygin olarak kullanilir. Bu hiicreler, T7 RNA polimeraz genini
icerirler. Ayrica, IPTG ile de tesvik edilebilirler. Sentezlenen protein degrade
edebilen bazi proteazlar agisindan eksiktir. Bu ¢alisgmada pET ekspresyon sistemi
icin uygun olan bu soy tercih edilmistir. NCE103 genini iceren plazmid, BL-
21(DE3) E.coli soyuna Boliim 2.2.3.4’de anlatildig1 gibi transforme edilmistir ve
IPTG ile indiikleme gerceklestirilmistir. Ekspresyon sonrasi bakteri hiicreleri liziz

edilerek ham ekstraktlar SDS-PAGE ile kontrol edilmistir. Sonugta indiiklenen ve
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indiiklenmeyen kiiltiirlerdeki enzimin ekspresyonu gozlenmistir. Sonuglar Boliim 3
Sekil 3.11°de gosterilmistir.

Karbonik anhidraz aktivitesi, enzimin CO;’i hidratasyonu, HCO;31
dehidratasyonu ve bazi1 esterleri hidrolizi 6zelliklerinden yararlanilarak
belirlenmektedir [1]. Hidrataz aktivitesi Wilbur-Anderson ve Maren metodlariyla
yapilmaktadir. Wilbur-Anderson yonteminde, COz2 hidratasyonunda pH’nin 8.2’den
6.3’e diisiisii i¢cin gegen siire brom timol mavisi indikatorii yardimiyla bulunmakta ve
enzimin birimi, enzimsiz COz2 hidratasyon siiresi (to) ile enzimli reaksiyon siireleri
(tc) arasindaki farkin (tc)’ye bolinmesiyle elde edilmektedir. Yani, EU = [(to) - (tc)] /
(tc) olur [84]. Maren metodunda ise CO,’nin hidratasyonu sonucu agiga ¢ikan H'
nedeniyle pH degerinin 10.0’dan 7.4’e diismesi siiresinin 0l¢iimil hesabina dayanir.
Yontemde indikator olarak, pH:7.4 degerinde renk degistiren fenol kirmizisi, tampon
olarak da pH degeri 10.0 olan karbonat tamponu kullanilir [2]. Kinetik ¢aligmalarda,
CA aktivitesi dlgilimleri i¢in esteraz aktivitesi Ol¢iimii ile yapilmaktadir. Bu yontem,
karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi esasma dayanmaktadir [85].
Prensip olarak, karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati, p-
nitro fenol ve p-nitro fenolata hidroliz etmekte ve bu da 348 nm dalga boyunda
absorpsiyon vermektedir. Maya CA aktivitesinin ¢ok diisik oldugu i¢in bu
yontemlerle tespit edilememektedir. Bunun i¢in Clark ve ark.’nin [62] maya
karbonik anhidrazinin aktivitesini tespit edebildikleri Stop-Flow spektrofotometresi
kullanilmistir.  Bu cihaz, hizli kimyasal, biyokimyasal ve biyolojik reaksiyonlarin
stop-flow ile baglamalarina izin verir. Bu cihazin asil prensibi adsorpsiyon metoduna

dayanur.

Saflagtirma isleminde etkili yontemlerden biri olan afinite kromatografisi
uygulanmistir.  Afinite kromatografisinde kullanilan jel, ardisik {i¢ basamakta
sentezlenmistir. Once matriks olarak secilen Sepharose-4B, CNBr ile aktiflestirildi ve
buna uzant1 kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmis siilfonamid bilesigi
katildi.  Sepharose-4B’nin matriks olarak seg¢ilmesinin baglica sebebi cok iyi akis
ozelligine sahip olmas1 ve ayrica serbest —OH gruplar1 tagidigindan, CNBr ile ¢ok kisa
bir silire igerisinde aktiflestirilebilmesidir. Bu amagla literatiirde karbodiimid
bilesiklerinin de kullanildig1 bildirilmektedir [86]. Karbodiimid ile aktiflestirilmis

matrikse primer amin grubunun baglanmasi ile amid bagi olugmaktadir. Bu bag
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kromatografi islemlerinde dayaniklidir. Fakat aktiflestirilme sirasinda jel, pH 4.5’da 24
saat siire ile karigtirilmaktadir. Bu iglem kromatografi sirasinda jelin akis 6zelliklerini
olumsuz yonde etkilemektedir [86]. Bir baska aktiflestirme isleminde epoksi
bilesiklerinden yararlanilmistir [87]. Kromatografi islemlerinde gayet dayanikli olan bu
yapilar, 16 saat aktiflestirme ve 16 saat ligand baglama siiresi olmak {izere toplam 32
saatte gerceklesmektedir. Literatiirde kromatografik matriks olarak kullanilan bir baska
bilesik EUPERGIT C-250 L ticari ismi ile temin edilen ve oksiran gruplari igeren jeller
de kullanilmistir. S6z konusu bilesik baglamada spesifik olmamasina ragmen, lizerinde
tasidig1 oksiran gruplar ile cesitli proteinlerin saflastirilmasinda kromatografik matriks

olarak secilmistir [88].

Aragtirmamizda matriks olarak secilen Sepharose-4B’ye ligand (p-aminobenzen

sulfonamid) L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir.

Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik
olarak baglayan kismimi olusturmaktadir. Siilfanilamid, karbonik anhidraz enziminin
spesifik bir inhibitoriidiir. Sentezlenen bu afinite jeli, hCA 1, hCA II ve sigir CA
izoenzimlerini yiiksek pH’da baglayarak saflastirma ¢alismalarinda ¢ok basarili sonuglar
elde edilmistir [89], fakat maya CA izoenzimini igeren hiicre ekstrakti1 kolona
uygulandiginda ayni basari elde edilememistir. Kolona tutunan protein miktar1 ¢cok az
oldugundan bu afinite jeli enzim saflastirilmasinda kullanilamamistir. Bundan dolay1
Afinite Kromatografisi yerine Jel Filtrasyon Kromatografisi kullanilmistir ve Maya CA
enzimi belirli 6l¢lide saflastirilmistir. Elde edilen eliiatlarda protein tayini yapilmistir ve
SDS-PAGE ile goriintiilenmistir. Sonuglar Sekil 3.12, Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’te

goriilmektedir.

Stilfonamidlerin 1Csy degerlerini bulmak i¢in Stop Flow kinetik cihazinda [12,46]

optimum sartlarda CO2 substratinin doygun konsantrasyonunda caligildi. Bu amagla
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kullanilan Maren metodu CA aktivitesinde bilinen eski ve en ¢ok tercih edilen metottur
[2]. Ancak Maya CA aktivitesinin ¢ok diisiik olmasi kullanilan bu metotlarla
gozlemlenemiyor. Bu yiizden ¢alismamizda daha hassas olan Stop Flow cihazi ile
aktivite 6l¢timi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.15-3.29 grafikleri ve Cizelge
3.3’te verilmektedir. Uygulanan siilfonamitler i¢inde, g¢ok diisiik konsantrasyonda
aktiviteyi % 50 azaltmasi ile asetazolamid (8.27x10'8M) en kuvvetli inhibitor olarak
tespit edilmistir. Cizelge 3.3’te de gorildiigii lizere en zayif inhibitor olarak sakarin
(6.43x104M) bulunmustur. Calisilan siilfonamitlerin 1Csoy degerleri karsilastirilmasi
Sekil 4.1°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.1 Siilfonamid bilesiklerinin Maya CA enzimi iizerindeki inhibisyon

dagilimlar1

Literatiirdeki farkli calismalarda kullanilan siilfonamid bilesiklerinin farkli
CA izoenzimleri iizerinde inhibisyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Yabani tip hCA I ve
mutant hCA I (Phe91Asn Mutantr) iizerinde asetazolamidin inhibisyon etkileri
arastirilmus ve sirastyla 1.376x10°M ve 1.283x10° M ICso degerleri bulunmustur
[83]. hCA II izoenzimi ve iki ayr1 mutant1 ile yapilan bagka bir caliymada
asetazolamid igin ICsp degerleri hCA 1T igin 0.2768x10”M, Asparajin67izolosin
Mutant hCAII igin 0,0285x10”M ve Losin204Serin Mutant hCAII icin 0,422x10°M
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olarak tespit edilmistir [74]. Baska bir ¢alismada hCA II i¢in Ky ve I1Csy degerleri
sirastyla 6.32x10®*M ve 7.55x10™M olarak bulunmustur [89]. hCA I ve hCA II i¢in
yapilan bagka bir ¢alismada asetazolamid i¢in Ky degerleri hesaplanmigtir, hCA 1 i¢in
2.5x10"M ve hCA 1II i¢in 12x10°M [90]. Maya CA ile yapilan c¢alismada
asetazolamid  icin buldugumuz ICsy degeri 8.27x10°M’drr. Bu degerlerle
karsilagtirdigimizda Maya CA’s1, hCA I’e gore daha duyarli asetazolamide kars1 ve
hCA II’ye gore de biraz daha az etkileniyor.

Metazolamid inhibitorii ile Maya CA igin bulunan ICsy degeri 8.61x10°
M’dir. Metazolamid ile yapilan diger calismalarda CA izoenzimleri i¢in K; degerleri
tespit edilmis. Bunlar hCA I i¢in 5.0x10®M ve hCA II i¢in 1.4x10*M [90].
Etokszolamid ile Maya CA igin ICsy degeri 5.41x10° M olarak tespit edilmistir.
hCA T ve hCA II ile yapilan calismada etokszolamid ile sirasiyla 2.5x10™M ve
8x10°M K degerleri bulunmustur[90].  Diklorfenamid ile Maya CA icin
5.73x10° M ICso degeri belirlenmistir. Bu siilfonamid bilesigi ile yapilan ¢aligmada
hCA T ve hCA 11 i¢cin K degerleri 1.2x10°M ve 3.8x10™M’dir [90]. Dorzolamid i¢in
bulunan ICsq degeri 7.35 x 10° M’dir. hCA I ve hCA II i¢in bulunan K; degerler ise
sirastyla 5x10°M ve 9x10M’dir [90].

Maya CA’da Brinzolamid i¢in bulunan ICsy degeri 7.58x10° M’dir. hCA I
ve hCA 1II i¢cin bulunan K; degerler ise sirasiyla 4.5x10°M ve 3x10°M’drr [91].
Benzolamid igin bulunan ICsy degeri 7.37x10° M’dir. Diger izoenzimler igin
bulunan Kj degerler ise hCA I i¢in 1.5x10™M, hCA II i¢in 9x10°M, hCA VA i¢in
3.7x10®M, hCA VB i¢in 3.4x10™*M ve hCA XII i¢in 3.5x10”M’dir [92,93]. Maya
CA’da Topiramat i¢in ICso degeri 7.35x10° M’dir. hCA I ve hCA II i¢in bulunan K;
degerler ise sirasiyla 2.5x10"M ve 1x10®*M’dir[91]. Sulpirid icin bulunan ICsg
degeri 8.74x10° M. hCA 1 ve hCA II igin bulunan K; degerler ise sirasiyla
1.2x10°M ve 4x10™M. Indisulam icin ICso degeri 8.93x10° M, hCA 1 ve hCA 11
icin bulunan K; degerler ise 3.1x10®M ve 1.5x10™M [91]. Zonisamid i¢in tespit
edilen 1Csy degeri 6.29 x 10° M. Bu inhibitériin hCA T ve hCA 1I iizerindeki K;
degerleri ise sirastyla 5.6x10*M ve 3.5x10*M [91].
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Maya CA’da Valdekoksib ve Selekoksib i¢in bulunan ICso degerleri sirastyla
1.04x10° M ve 7.41x10° M. Bu inhibitérler ile hCA I ve hCA II iizerindeki
¢aligmalar sonucunda bulunan K; degerleri ise sirasiyla Valdekoksib igin 5.4x10°M
ve 4.3x10™M, Selekoksib i¢in de 5x10°M ve 2.1x10"M [91]. Sulthiam i¢in ICso
degeri 1.51x10° M. Sakarin igin bulunan deger ise 6.43x10* M olarak tespit
edilmigstir. Sakarin ile hCA I ve hCA II tizerindeki ¢alismalar sonucunda bulunan K;

degerleri ise sirastyla 18.5x10°M ve 5.95x10°M [91].

Elde edilen sonuglar o&zellikle asetazolamid, etokszolanid, metazolamid,
diklorfenamid gibi bilesiklerin B-CA iizerindeki inhibisyon etkisi a-CA’lara olduk¢a
benzer oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, iizerinde ¢alistigimiz B-CA’larin aktif
bdlgelerinin a-CA’lara belirli dlgliide benzedigini gostermektedir. S0z konusu
bilesiklerin inhibisyon mekanizmalarinin da kompetetif oldugu agik¢a goriilmektedir.
Cizelge 3.2°de de goriildigi gibi maya CA’nin aminoasit dizilisinin diger
proteinlerle karsilagtirilmasi sonucunda B-CA’lara benzedigi ve aktif bolgedeki

aminoasitlerin korundugu goriilmektedir [80].
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5. EKLER

Aarl, Aatll, Acll, Acyl, AflII, Agel, Alol, AIwNI, Apal, ApaLl, Ascl, Asull, Aval,
Avall, Avrll, Bael, BamHI, BbvCI, Bccl, Begl, BceiVI, Bell, Bfil, Bglll, Bpll,
BpulOI, BsaAl, BsaBI, BsaXI, BsePI, BseRI, BseSI, BseYI, Bsgl, Bsml, BsmAl,
BspHI, BspMI, BsrBI, BsrDI, BstEIl, BstXI, Btrl, Btsl, Cfr101, Clal, Drall, Dralll,
Drdl, Eam11051, Ecil, Eco31l, Eco57I, Eco57MI, EcoNI, EcoRI, EcoRII, Esp3l,
Fall, Faul, Fokl, Fsel, FspAl, Gsul, Hgal, Hin4l, HindIII, Hphl, Hpy99I, Kpnl, Mfel,
Mlul, Mmel, Msll, Nael, Narl, Ncol, Nhel, Notl, Nrul, Olil, PI-Pspl, PI-Scel, Pacl,
PfIMI, Pfol, PmaCI, Pmel, Ppil, PpuMI, PshAlI, Psil, Psrl, Pstl, Pvul, Pvull, Rsrll,
Sacl, Sacll, Sall, SanDI, Sapl, Sdul, SexAl, SfaNI, Sfil, Sgfl, SgrAl, Smal, SmlI,
SnaBI, Spel, Sphl, Srfl, Sse83871, Sspl, Stul, Styl, Swal, Taqll, TspGWI, Tth1111,
Vspl, Xbal, Xhol, Xholl, Xmnl

Sekil A.1 Maya CA genini kesmeyen enzimler [94]
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