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OZET

TOXOPLASMA GONDII’'DEN HSP70’IN IZOLASYONU ve
BIYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU
SAHIL DILMEC
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Yusuf Tutar
2013, 85 sayfa

Miktarn genellikle stres altinda artan ve molekiiler saperon olarak da
adlandirilan proteinlere 1s1 sok proteinleri ya da Hsp (heat shock protein) denir. Is1 sok
proteinleri yeni sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasini, membranlar arasi protein
translokasyonunu, proteinlerin agregasyonunun Onlenmesini ve zarar gormiis
proteinlerin degredasyon icin hedeflenmesini saglarlar. Organizmalar arasinda yiiksek
oranda korunmuslardir. Hsp’ler molekiil agirliklarina gore adlandirilirlar ve hiicresel
strese yanitta Hsp70 biyokimyasal mekanizmanin kalbidir.

Toxoplasma gondii insanlarda ve hayvanlarda yaygin parazitik enfeksiyonlara
sebep olan bir canlidir. Parazit ve konakg¢i etkilesimleri sirasinda konakgi strese
girmekte ve bu stresle bas edebilmek icin kendi Hsp’lerini kullanmaktadir. TgHsp70
konakgi-parazit iligkisi sirasinda cok onemlidir. TgHsp70’in 6zelliklerinin bilinmesi,
bu parazitin fonksiyonelliginin azaltilmasi ve konak¢inin immun sistemini modifiye
etmek acisindan onemlidir.

Yaptigimiz calismada T7.gondii veri tabamindan yararlanarak ve molekiiler
biyoloji teknikleri ile tgHsp70 rekombinant proteini elde edildi ve elde edilen tgHsp70
proteini saflastirilarak, tgHsp70’in fonksiyonunu belirlemeye yonelik, hidrofobik
ozellikleri, farkli niikleotidler ve peptitler varliginda davranislari, farkli pH ve
sicakliktaki coziiniirligli, Gibbs serbest enerjisinin belirlenmesi, ATP hidrolizi ve
sicaklik stresi altinda diger Hsp’ler ile etkilesimi incelendi. Bu ¢alismanin sonunda
niikleotid baglanmasinin TgHsp70 proteininin ikincil yapisinda fazla bir degisime
sebep olmadigi, ayrica sinyal iletiminin proteinlerin kati cisim hareketi yaptiklarindan

dolayi, yiizeylerinden ziyade {initeler arasi etkilesimlerle gerceklestigi bulundu.

Anahtar kelimeler: Is1 sok proteini (Hsp), Toxoplasma gondii, TgHsp70
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ABSTRACT

INSULATION OF HSP70 FROM TOXOPLASMA GONDII AND
ITS BIOCHEMICAL CHARECTERIZATION

Sahil DILMEC
Master of Science Thesis, Depatment of Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yusuf Tutar

2013, 85 pages

Proteins whose amount augement by stress and which are called molecular
chaperons are Heat Shock Preteins (HSP). Heat shock proteins facilitate the proper
folding of the newly synthesized proteins, the transmembrane protein translocation, the
inhibition of the aggregation of the proteins and the targeting the damaged proteins for
degradation. They are highly protected among the organisms. Chaperons are named in
terms of their molecular weight and Hsp70 is at the core of folding mechanism in
response to cellular stress.

Toxoplasma Gondii is an organism which causes prevalent parasitic infections
both in human beings and animals. During the interaction of host and parasite it is
exposed to stress and to cope with the that it uses its own heat and shock proteins.
During the relationship of host-parasite TgHsp70 is highly important. Knowing the
features of TgHsp70 is important in terms of decreasing the affects of this parasite and
modifying the immune system of the host.

In our study by utilizing from the 7. gondii data base we obtained TgHsp70
recombinant protein, through purifying this, the features to specify the functions of
TgHsp70: hydrophobic features, behaviour in the existence of different nucleotids
and peptides, solubility in different pH and heat, specifying the free energy of Gibbs,
under heat stress such as ATP hydrolysis were examined. This study leads us to
conclude that nucleotide birding did not cause significant secondary structure change in
TgHsp70 structure, rather this signal transduction causes rigid body movement, as a

result the interactions occur between subunits of the protein.

Keywords: Heat Shock Proteins (HSP), Toxoplasma gondii, TgHsp70
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1. GIRIS

Toxoplasma gondii (T. gondii) tiim diinyada yaygin olarak bulunan zorunlu
hiicre ici parazit olup, insanlari, kuslar1 ve memeli canlilar1 enfekte eder ve
toxoplasmosis denen rahatsizli§a sebep olur [1]. Bu enfeksiyon, bagisiklik sistemi
saglam olanlarda primer ve kronik enfeksiyon seklinde ve genelde belirtisiz seyreder.
Bagisiklik yetmezligi gosteren konaklarda oliimciil olabilmekte ve ansefalit (beyin
dokusu yangini), hamilelerde fetiiste koriyoid ve retina tabakalarinin iltihab1 ile
sonuglanabilir. Giintimiizde AIDS hastaliginin yayginlagsmasi, organ nakillerinin
artmast 7. gondii’nin 6nemini artirmigtir [2]. Proteinler organizmalarin metabolik
fonksiyonlarin1 yerine getirebilmek icin gerekli yapilardir. Fakat bu fonksiyonlari
yerine getirebilmeleri icin ii¢ boyutlu yapilarina katlanmalar1 ve bu yapiy1 korumalari
gerekir. Sitozoldeki molekiiler kalabalik, enfeksiyonlar ya da bagka faktorlerin etkisi
ile hiicresel stres meydana gelir ve bu proteinlerin katlanma prosesini giiclendirir. Is1
sok proteinleri yeni sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasini, membranlar arasi
protein translokasyonunu, protein agregasyonunun Onlenmesini, zarar gormiis
proteinlerin degredasyon ic¢in hedeflenmesini saglarlar. Toxoplasmosis gibi
enfeksiyon durumunda hiicresel stres olusur ve bu durum hem yeni olusan
proteinlerin katlanmasini hem de var olan proteinlerin ii¢c boyutlu yapilarini
korumalarin1 olumsuz etkiler. Katlama mekanizmasinin kalbi olan Hsp70’in
biyokimyasal karakterizasyonu, hem toxoplasmosis hem de diger hiicresel stres
durumunda, hiicrelerdeki  proteinlerin  korunmasin1  dolayisiyla  canliligin

stirdiiriilebilmesini saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1Toxoplasma gondii

T. gondii zorunlu hiicre ici parazit olup, ilk kez 1908 yilinda Tunus Pastor
Enstitiistinde C. Nicole ve L. Mancaeaux tarafindan, Kuzey Afrika da yasayan
Citenodactylus gundii’den izole edilmistir. Tiirkiye de ilk kez 1950 yilinda Akcay ve
arkadaglar1 tarafindan bir kopekte belirlenmistir. Tiim diinyada yaygin olan,
insanlari, memelileri ve kuslar1 enfekte eden Apicomplexa iiyesi bir parazittir. Yay
seklinde oldugu i¢in Porez tarafindan Toxoplasma olarak adlandirilmistir. Bugiine
kadar 25 alt tipi bulunmus olup, bunlar arasinda Onemli bir fark bulunmadigi,
parazitin konagin tiirline ve tuttugu organa gore biraz sekil degistirdigi anlasilmistir

[1,2].

Sekil 2.1 Toxoplasma gondii [3]

T. gondii toxoplasmosis adi1 verilen enfeksiyona sebep olur. Bu enfeksiyon,
bagisiklik sistemi saglam olanlarda, primer ve kronik enfeksiyon seklinde ve genelde
belirtisiz seyreder, bagisiklik yetmezligi gosteren konaklarda 6liimciil olabilmektedir,
ansefalit (beyin dokusu yangini), hamilelerde fetiiste koriyoid ve retina tabakalarinin
iltihabr ile sonuclanabilir [4]. Infekte gebeden fetiise transplasental yolla gecerek,

abortus ve anomalili fetiis olusumuyla sonug¢lanan klinik tablolara sebep olur. Bu



hastalik retikiiloendotel sisteme ait organlarda, kas, g6z ve beyin dokusu basta olmak

tizere bircok dokuda kistler olusturur veya akut enfeksiyon tablolariyla kendisini
gosterir [1,2,4].
2.1.1 Toxoplasma gondii’nin Smiflandirmasi

T. gondii’nin smiflandirilmasi su sekildedir: [1]

Alem:  Protista

Sube:  Apicomplexa

Sinif: Conoidasida

Alt sinif: Coccidia

Takim: Eucoccidiorida

Aile: Sarcocystidae
Cins: Toxoplasma
Tiir: Toxoplasma gondii

2.1.2 T. Gondii’nin Bulasma Yollar1

T. gondii treme zincirini kedilerde ve kedigillerde siirdiirebilir. Parazit
tastyict iligskisinde son konak kedidir. Bu hayat dongiisii paraziti tasiyan bir
kemirgenin kedi tarafindan yenmesiyle baslar. Parazit kedilerin sindirim sisteminde
geliserek, kedi diskisi yoluyla cevreye dagilir [S]. Diger sicakkanli canlilara agiz
yolundan alindiginda bulasir. Kedi digkisinin bulastigi otlarla beslenen otcgul
hayvanlarin etlerinin ¢ig veya az pismis olarak yenmesi, parazit iceren suyun
icilmesi, kedi digkis1 bulagmis toprakla temastan sonra ellerin iyi ytkanmamasi veya
yine kedi digkisinin temas ettigi meyve ve sebzelerin iyi yikanmadan yenmesiyle
insana gecer. Normalde insandan insana bulasabilen bir parazit degildir. Ancak
seronegatif gebe bir kadin, hamilelik sirasinda enfeksiyon etkenini alirsa, konjenital
yolla bebege ge¢cmektedir. Ayrica organ nakli ve kan nakli yoluyla da insandan
insana gectigi bilinmektedir. Bu parazit lizerinde ¢alisan laboratuvar gorevlilerine de

kontamine igne yoluyla da bulasmaktadir [1, 4, 6].
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Sekil 2.2 T. gondii hayat dongiisii [7]

2.1.3 Toxoplasma Gondii’nin Infektif Evreleri

Bu parazitin yasam dongiisiine bakildiginda 3 infektif evresinin oldugu

goriilmektedir:

Trofozoit (takizoit, endozoit); hizli ¢ogalan form (hastaligin akut fazinda

enfeksiyonun yayilmasindan sorumludur)

Bradizoit (kistizoit); yavas ¢ogalan form (parazitin doku kisti olusturarak,

uyku durumuna gectigi evre)

Ookist; yalmizca kedi diskisinda bulunan form [8, 9].

2.1.3.1 Trofozoitler (Takizoitler-Endozoitler)

Takizoit, 1908 yilinda Citenodactiylus gundii’de bulunan formdur. Bu terim
ara konagin herhangi bir hiicresinde ve son konagin bagirsaginda hizla cogalan saftha

icin kullanilmaktadir. Hastaligin akut doneminde goriiliirler, konak hiicreye aktif



penetrasyon veya fagositozla girerler. Insanin nazal, vajinal, goz salgilarindan, siit,
tilkriik, idrar, sperm ve diskidan izole edilebildigi ve bulasabildigi tespit edilmistir.
Bu parazitin kendi DNA, RNA’larin1 sentezlemesine ve mitokondriyal enzimlerinin
tam olmasina ragmen neden zorunlu hiicre i¢i parazit oldugu anlasilamamustir.
Ortalama bir kan hiicresi (2-6 p) boyutundadirlar. Takizoit eseysiz olarak her 4-6
saatte bir tekrarlanan endodiyojeni ile ¢cogalarak, ortalama 64-128 sayisina ulasinca

bulundugu hiicreyi patlatarak ¢evre hiicrelere yayilir [9, 10].

Sekil 2.3 Endodiyojeni ile takizoitlerin cogalmasi [11]

Hastaligin patogenezi bu hiicre tahribatina bagli olarak gelisir. Agir
enfeksiyonlarda miyokard, akciger, karaciger, beyin gibi yasamsal degeri yiiksek
olan organ ve dokularda nekrotik alanlar olusur. Ates yiikselir, lenf yumrular siser.

Bu donem akut toxoplasmosis olarak adlandirilir [12].

2.1.3.2 Bradizoitler

Bu kavram dokuda ki kistik sathay1 tanimlamak amaciyla kullanilir. Canlida
enfeksiyonun 8. giinii olusabilecegi gibi, biiyiik olasilikta konagin hayati boyunca
canli kalabilecegi, her organa yerlesebildikleri ama genelde beyin, iskelet ve kalp

kasim tercih ettikleri tespit edilmistir. Takizoitlerin aksine, pepsin + HCI sindirimine



oldukca dayanmikhidirlar. Takizoitler bu durumda derhal yikilirlar. Ortalama
biiytikliikleri 7x1,5 p dur. Bir kistin icerisinde bir ka¢ taneden, 10 bin taneye kadar
bradizoit bulunmaktadir. Bunlarda endodiyojeni ile boliiniirler fakat bu boliinme
takizoitlere gore cok daha yavastir. Takizoitler hiicreye girdikten sonra belli bir siire
hizla ¢ogalirlar ve daha sonra boliinmeleri yavaslayarak bradizoitlere doniisiirler.
Yavasca ¢ogalan bradizoitlerin etrafi bir duvarla kaphidir ve bu sekilde kisti meydana
getirirler. Bradizoitleri saran bu kist immun sistemin etkilerinden bradizoitleri korur.
Bradizoitlerin kist olusturmasiyla hiicre tahribatinin olmamasi, klinik belirtilerinde
olmamasini saglar. Bu doneme kronik toxoplasmosis denir. Kistler konakta immun

yanitin devamlhiligin saglar [9, 12, 13].

Toxoplasmosisle miicadelede interferon gama (IFN-y), tiimoér nekrozis faktor
alfa (TNF-o) onemli sitokinlerdir. IFN-y, T lenfositleri vasitasiyla iiretilir ve
hastaligin tekrarlamasinin  6nlenmesi acisindan onemlidir [14]. Immun sistem
herhangi bir sebepten dolayr baskilanirsa kistler agilir, igindeki bradizoitler
takizoitlere doniiserek hastaliin niiks etmesini saglar. Bu durum genelde
oldiiriiciidiir. Takizoit-bradizoit doniistimleri ilk olarak farede gozlemlenmigtir.
Takizoit bradizoit doniisiimleri, asil enfeksiyonun gerceklesmesini sagladigi gibi,
hastaligin niiks etmesinde de onemlidirler. Bu doniisiimlerde Hsp70 saperonunun
onemli yere sahip oldugu yapilan calismalarla belirlenmistir. Bu prosesin iyi
anlasilmas1 doku kistlerinin yok edilmesinde kullanilacak kemoteropatik ajanlarin
yapilmasina yardim edebilir. Ayrica yiiksek-diisiik pH, mitokondriyal inhibisyon,
nitrik oksit, 1s1 soku, T hiicrelerinin eksikligi, interferon eksikligi gibi etkenlerde

takizoit-bradizoit doniisiimLerini etkilemektedir [15, 16].

2.1.3.3 Ookistler

Sadece kedilerin bagirsaginda bulunan bir formdur. Parazitin herhangi bir
formu kedi tarafindan alindifi zaman dogruca kedinin ince bagirsagina gider.
Bagirsak epitel hiicrelerine girerek, sizogoni (eseysiz) ile ¢ogalarak merozoitleri
olustururlar. Bir siire devam eden eseysiz c¢ogalmadan sonra merozoitler
gametositogenezis ile makrogametosit ve mikrogametositleri olustururlar. Bunlarda

olgunlasarak makrogamet ve mikrogametleri meydana getirirler. Makrogamet ile



mikrogamet birleserek zigotu olusturur ve zigotta geliserek ookistleri meydana
getirir. Bu ookistler kedi diskisiyla beraber disar1 atilir fakat heniiz enfektif
degildirler. Enfektif olabilmeleri i¢in ookistin olgunlagmasi (sporulasyon) gereklidir.
Sporulasyon siiresi ortamin 1s1, nem ve oksijenine gore degisir. Sicaklik 24 °C
oldugunda 2-3 giinde olgunlasma gerceklesirken, 15 °C de 8 giin siirer, 11 °C de ise
14-21 giine kadar uzayabilir. Sicaklik 4 °C’nin altinda veya 37 °C nin iistiinde ise
sporulasyon gerceklesmez. Ookistlerin yok edilebilmesi icin kaynar suda 5
dakikaikada, % 7 amonyum ile muamele yeterlidir. Merozoitler, gametler ve
ookistler sadece kedide bulunurken, takizoit ve bradizoitler ara konaklarda bulunur

[1,9, 12].

Kediler 7. gondii’nin herhangi bir formunu yedikleri zaman digkilariyla
ookist atarlar. Prepatent siire ve ookist ¢ikarma sikligi, parazitin yendigi sirada
bulundugu safthaya baghdir. Eger kedi paraziti doku kisti olarak yemis ise, prepatent
siire 3-10 giin arasinda degismektedir, eger takizoit veya ookist durumunda aldiysa

bu siire 19 giine kadar ¢ikmaktadir [1, 9].

2.1.4 Toxoplasma Gondii’nin Genomu

T. gondii genomunun kedilerde gozlenen seksiiel dongii hari¢ haploit yapida
oldugu belirlenmistir. Niikleer genomun ortalama 80 milyon niikleotid icerdigi ve
suglar arasinda ¢ok az fark gosteren 11 kromozomun bulundugu belirlenmistir.
Ayrica bunun disinda ekstra kromozomal 35 Kb biiyiikliigiinde, sinirli protein
ekspresyon kapasitesine sahip sirkiller DNA’ya da sahip oldugu arastirmalar
sonucunda goriilmiistiir. 7.gondii’nin patolojik 6zellikleri niikleer genom tarafindan
kodlanan proteinler sayesinde olmaktadir. ToxoDB (T.gondii veritabani),
T.gondii’nin RH ve ME49-B7 adli suslarinin tiim genomik verilerini arastirmacilarin
kullanimina agmistir. Baz1 genlerin ekspresyonunun, parazitin gelisim donemlerine
bagh olarak diizenlendigi, parazitin farklilastigi her doneme 6zgii farkli proteinlerin
eksprese edildigi ve bazi genlerin ise patrazitin tiim yasam dongiisii boyunca

iretildigi de gozlemlenmistir [1, 6, 17].



2.1.5 T. Gondii Organeller

T.gondii takizoit formunda, konak hiicreye tutunma, konagin istilas1 gibi
onemli olaylar ic¢in farkli yapilar bulunmaktadir. Bu yapilar Sekil 2.4’de

gorsellestirilmistir.
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Sekil 2.4 T.gondii takizoitinde organeller [17]. (MIC: parazitin hareketli evrelerinde
on kisimda yiginlar halinde bulunan mikronem antijeni salgilayan yapi, SAG:
Glikosilfosfatidilinositol (gpi) bagl antijen salgilayan yapi, ROP Apikomplexanlarda

bulunan, parazitik vakuol olusumunda gorev alan uzun elektron yogun yapi).

Konak hiicrenin istilasi sirasinda takizoit igerigi parazitofor vakuol (PV) i¢ine
ve aym1 zamanda PV dis cevresine serbestlenmektedir. Konak hiicre istilasinda
baslica rolii takizoitin simdiye kadar tanimlanmis 21 ylizey antijeni (SAG’lar),
mikronemler, roptriler ve yogun graniillerin oynadigi belirlenmistir. SAG’lar ve
mikronemlerden salgilanan 12 cesit mikronem antijeni (MIC) parazitin konak
hiicreye tutunmasinda rol alirken, roptrilerden salgilanan 9 ¢esit roptri antijeninin
(ROP) ise hiicre isgali ve PV olusumu sirasinda gorev aldigi diisiiniilmektedir.
Yogun graniillerden salgilanan 8 cesit yogun graniil antijeni (GRA’lar) ise tiim konak
hiicreye yayilmakta ve yogun graniillerin iceriginden PV icine salgilandigi, PV

icinde ¢oziinmiis sekilde, PV ag1 iizerinde veya PV membran iizerinde saptandig



bildirilmistir. Takizoitin icinde bulundugu PV, paraziti lizozomal fiizyon ve
sonucunda gelisen konak hiicre asidifikasyonundan korumaktadir [18,17]. Parazitin
enfekte hiicreyi istilasinda olduk¢ca Onemli olan protein trafiginde (sekil 2.5),
maurer’in benekleri (maurer’s clefts) denen yapidan da s6z edilmelidir. Bu yap1
sayesinde PV’e transfer edilen proteinler enfekte hiicre yiizeyine taginmaktadir. Bu
vakuoller igerisinde protein taginimi konagmn immun sistemini pasif birakmaktadir

[19].
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Sekil 2.5 Parazitin konak hiicredeki protein trafigi [19]. ( PV: parazitik vakuol, TVN:

tubulovesikular ag, Mt: mitokondri, AP: apikoplast)

2.1.6 Epidemiyoloji

T. gondii, sicak ve nemli iklime sahip olan bolgelerde, soguk ve kuru iklime
sahip olan bolgelere gore daha yiiksek oranlarda bulunmaktadir. Genellikle
enfeksiyonun insidansi, populasyon gruplarina, cografi ozelliklere, yasam tarzina
aligkanliklar ve geleneklere gore degisiklikler gostermektedir. Sehirlere gore kirsal
kesimlerde ve hayvanlarla ilgili islerle ugrasan kisilerde daha fazla goriilmektedir.
Ayrica enfeksiyonun hem bayanlarda hem de erkeklerde esit olarak goriildiigii,

populasyonlarda yas arttik¢a seropozitivitenin de arttigi bildirilmektedir [13, 20].



2004 yilindaki verilere gore uluslararasi alanda Toxoplasmosis’den liimlerde
Amerika ikinci sirada yer almaktadir. Amerika’da hastaliklardan 6liimlerin % 9’u
toxoplasmosis’den kaynaklanmaktadir. Birinci sirada ise Brezilya yer almakta ve
burada hastaliklardan 6liimlerin % 46,2’si toxoplasmosis’den olmaktadir [4]. Paris de
¢ig ve az pismis et yeme aligkanlig1 fazla oldugundan kadinlarda % 93 Toxoplasma
prevelansi s6z konusudur. Cin’de ise yiyecekler ¢ok iyi pisirildigi i¢in ve kedi sayis1
az oldugu igin Toxoplasma prevelans1 ¢ok diisiiktir (% 0,7). Ulkemizde
toxoplasmosis prevelanst % 17,3-78 arasinda degismektedir. Diger bazi iilkelere ve
kendi iilkemize baktigimizda toxoplasma prevelansini Cizelge 2.1°de goriilmektedir

[13, 20, 21]:

Cizelge 2.1 Diinyada ve iilkemizde Toxoplasma prevelansi

ULKE PREVELANS SEHIR PREVELANS ORANI
ORANI
Fransa % 87 Edirne % 33
Orta Afrika % 81 Bursa % 63
Tiirkiye % 65 Izmir % 52
Yunanistan % 52 Adana % 48
Almanya % 36 Ankara % 34
Ingiltere % 22 Sivas % 51
Tayvan % 9 Batman % T8

2.1.7 Toxoplasma Gondii’de Is1 Sok Proteinlerinin Arastirllmasinin Gerekliligi

T. gondii hem diinya iilkelerini hem de iilkemizi cok yiiksek oranlarda
etkileyen bir parazittir. Diinyada ¢ok yaygin olarak goriilmesi, AIDS hastaliginin
yayginlagsmasi, malign tiimor tedavilerinde immun sistemi baskilayici ilaglarin
kullanilmast ve organ nakli ameliyatlarinin yayginlasmasi toxoplasmosis

enfeksiyonuna dikkatleri cekmis ve Onemini artirmistir [1, 17]. Toxoplasmosis
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rahatsizligina yakalanan AIDS’li hastalarin % 94’ 6lmektedir. Toxoplasmosis’e
maruz kalmis kisilerin tedavisi i¢in yilda 7,7 milyar dolar para harcanmaktadir.
Ayrica T. gondii besin ve su kaynaklarimi tehdit ettiginden dolayr B biyoterérizm
ajan1 olarak kabul edilmektedir. Bu siniflamanin baglica sebeplerinden birisi Kanada
Ingiliz Columbia’sinda 7718 insamin etkilendigi Toxoplasmosis salgimidir. Bu
enfeksiyon sadece insanlarda saglik problemlerine ve ekonomik kayiplara sebep
olmayip, hayvanlarda da ciddi kayiplara sebep olmaktadir. Bu parazitin tiim
formlarina kars1 heniiz % 100 etkili ila¢ bulunmamaktadir. Suan kullanilmakta olan
ilaglarn yan etkileri ¢ok fazladir. Is1 sok proteinleri, proteinlerin aktif hale
gelebilmeleri icin ii¢ boyutlu yapilarina katlanmalarini  saglayan saperon
proteinlerdir. 7. gondii’deki Hsp70’lerin yapisal olarak incelenmesi ve bunlar
kullanilarak as1 gelistirilmesi durumunda, parazitin konak hiicreye tutunmasinda rol
alan, konak hiicrenin isgali ve PV olusumu sirasinda gorev alan yani parazite
patojenite katan proteinlerin dogru konformasyona erismeleri engellenecek ve bu
rahatsizliga sebep olan parazit yok edilebilecektir. Yine parazitin Hsp70’i, enfekte
olmus hiicrenin NO iiretimini inhibe ederek baskilar, boylece konak¢inin 7. gondii’yi
oldiiriirken kullandigr en 6nemli mekanizmanin etkisini zayiflatir, parazitin vektor
canlidan memeli canliya gecisinde cevresel olarak karsilastigi degisimlere tdlerans
gostermesini de saglayarak hastaligin yayilmasini kolaylastirir. Parazite ait Hsp70’in
yapisal olarak konakc¢inin Hsp’lerine de oldukca benzerlik gosterdigine dair
hipotezlerde mevcuttur. Bu benzerlik ev sahibi hiicrenin immun yanitta eksik
kalmasin1 saglamaktadir. Hsp’lerin 1iyi bir sekilde incelenmesi bu parazitle
miicadelenin biiyiik oranda gerceklestirilmesini saglayacaktir. Ayrica bir patojene ait
stres proteinine siirekli maruz kalig, konak¢inin kendi savunma mekanizmasini
kirarak, otoimmun rahatsizliklara da neden olabilmektedir. Bugiine kadar yapilan as1
gelistirme ¢alismalarinda Hsp70 kullanilan asilar, digerlerine nazaran ¢ok daha etkili

sonuglar vermistir [22, 17, 19].

11



2.2 Is1 Sok Proteinleri

2.2.1 Protein katlanmalari

Proteinler organizmalarin metabolik fonksiyonlarim1 yerine getirebilmeleri
icin olduk¢a Onemli yapilardir. Bu fonksiyonlar1 yerine getirebilmeleri igin {i¢

boyutlu yapilarina katlanmalar1 ve bu dogal hallerini korumalar1 gerekmektedir.

1 et

¥
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Sekil 2.6 Protein katlanmasi [23]

Uc boyutlu yapilarina katlanabilmeleri igin gerekli bilgi proteinin birincil
yapisinda sifrelenmistir [24]. Proteinlerin yapisinda dort diizey vardir: birincil,
ikincil, {iciinciil ve bazen dordiinciil yapidir. Proteinde birincil yap1 peptid baglariyla
birbirine baglanmig amino asitlerin dogrusal dizisidir. Polipeptid zinciri bolgelerinin
diizenli katlanmasiyla ikincil yapr meydana gelir. Protein katlanmasinda en yayin
ikincil yapi tipi o-sarmal ve - kivrimli tabakadir. Cubuk benzeri o-sarmalda amino
asitler kendilerini diizenli sarmal bir konformasyona uyarlarlar. B- kivrimli tabaka ise
farklr polipeptid zincirlerinde veya ayni polipeptid zincirinin farkli bolgelerindeki
peptit baglar1 arasinda olusan hidrojen baglari ile meydana gelir. Ugiinciil yapr,
birincil yapida birbiri ile bitisik ya da ¢cok uzakta bulunan amino asitlerin uzaysal
diizenlenmesiyle ilgilidir. Protein iic boyutlu yapiya bir defa katlandiginda, bu
konformasyon sadece hidrofobik etkilesimlerce degil, elektrostatik kuvvetler,
hidrojen baglar1 ve eger varsa disiilfit baglar1 tarafindan da siirdiiriiliir. Dordiinciil
yapidaki proteinlerde ise birden fazla polipeptid zinciri bir araya gelmesi soz

konusudur [23]. Uygun fizyolojik kosullar altinda, kiiciik proteinler dogal
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konformasyonlarina kendiliginden katlanirlar ancak biiyiik proteinler katlanmasi i¢in
yardima ihtiya¢ duyarlar. Molekiiler kalabaligin fazla oldugu sitozolde ve strese
maruz kalmis hiicrelerde proteinlerin katlanma prosesi giiclesir. Yanhis katlanmig
veya zarar gormiis proteinler belli bir kritik noktanin iizerinde birikirse Alzheimer,
Parkinson, Huntington, Creutzfeldt-Jacob, kistik fibrosis ve Gaucher hastalig1 gibi
hastaliklara sebep olmaktadir [24, 25, 26].

Hem grubu

Ikincil yaps

Dordancal yaps

Sekil 2.7 Proteinlerin birincil, ikincil, ti¢iinciil ve dordiinciil yapilar1 [27]

2.2.2 Is1 Sok Proteinlerinin Yap1 ve Gorevleri

Bir canlinin fizyolojik ve biyokimyasal dengesinin bozulmasina sebep olan i¢
ve dis faktorlere “stres faktorleri” denir ve bu faktorlere hiicrelerin verdigi tepkiye
“hiicre stres yanit1” denir [28, 29]. Hiicrede miktar1 stresle artan ve molekiiler
saperon olarak adlandirilan proteinlere “is1 sok proteinleri (Hsp)” denir. Bu proteinler
stres proteinleri olarak da adlandirilirlar. Hiicrede protein katlanmasina yardim
ederek, uygunsuz katlanmalar1 ve protein agregasyonunu Onlerler. Ayrica
membranlar arasi protein translokasyonunu, zarar gormiis proteinlerin degredasyon
icin hedeflenmesini, diizeltilebilecek proteinlerin tekrar yapilanmasini da saglarlar ve
bu fonksiyonlar1 yerine getirirken kosaperon ve/veya partner saperonlarla calisirlar

[26, 29].
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Stres, proteinlerin hidrofobik bélgelerinin aciga ¢ikmasini saglar, bu da 1s1
sok proteinlerinin daha fazla etkilesebilecegi yiizey alami olusturur. Fakat stresin
fazla olmasi proteinlerin saperonlarla etkilesim yiizeyini artirdigr gibi ayn1 zamanda
protein-protein etkilesimlerine de olanak saglar. Bu etkilesimler agregat olusturur ve
agregat olusumu organizmaya zarar verir. Ozellikle hayati islevleri olan
proteinlerdeki agregasyon, biiyiik sorunlar ortaya cikarabilir. Ornegin mayada
transkripsiyon faktoriinde meydana gelen agregasyon prion olusumunu tetikler. Bu
sebeple hiicrelerde yeterli sayida saperon bulunmasi ve bunlarin iglevlerini eksiksiz

yapmasi organizmanin yasamini siirdiirmesi agisindan oldukca onemlidir [30].

Ist sok proteinleri ilk defa 1962 yilinda, F. Ritossa tarafindan, Drosophila
busckii larvasinin inkiibatorde yiiksek 1siya maruz birakilmig tiikrilk bezi
hiicrelerinde, siskinlesip kabarmis kromozomlarin tespit edilmesiyle bulunmustur.
Yiiksek 1s1tya maruz kalarak strese giren hiicrelerdeki bu kromozomal siskinliklerin,
1s1 sok proteinini kodlayan gen bolgeleri oldugu ve bu proteinlerin asir
ekspresyonuna bagl olarak siskinlestikleri ortaya ¢ikmis ve ilk defa 1974 yilinda “1s1

sok proteini” ismi verilmigstir [28].

Bu proteinlerin molekiil agirliklart 15 kDa ile 110 kDa arasinda degisir ve
isimlendirilmeleri de molekiil agirhiklarina gore olmaktadir [31]. Bu proteinler
normal kosullar altindaki hiicrelerde de bulunurlar fakat miktarlar1 azdir, ani 1s1
degisimleri ve diger stres faktorleri ile karsilastiklarinda miktarlar1 hizla artar. Is1 sok
proteinleri hiicrenin strese karsi direncini gii¢lendirirler. Kuvvetli hidrojen baglari,
giiclii  hidrofobik etkilesimleri sayesinde kolay denatiire olmazlar. Biiyiime,
farklilagsma, boliinme, hiicre Oliimii dahil, hiicre metabolizmasinin tiim evrelerinde

hayati 6nem tasirlar [26, 28].

Is1 sok proteinleri hiicredeki fonksiyonlarina gore siirekli sentezlenenler ve
stres uyarimlilar (Hsc-Hsp) olmak iizere iki guruba ayrilirlar [32]. Siirekli eksprese
olanlar normal hiicre sartlarinda heniiz katlanmamis polipeptitlere baglanirlar ve
bunlarin diizgiin sekilde hedef organellere tasinmasini saglarlar. Stres uyarimlilar ise

stres kosullarina bagl olarak ortaya cikan hiicre hasarini sinirlandirmak, proteinlerin

14



agregasyonunu Onlemek, bozulan proteinlerin uzaklastirilmasim saglamak ve stres

uyarimli hiicre 6liimiine engel olmak gibi gorevlere sahiptirler [33, 29].

Sekil 2.8 Stres cevabinda 1s1 sok proteinleri (Hsp) ve saperon agi [28]

Hsp’leri kodlayan genlerin bulundugu gen ailelerinin, evrim siirecinde
fonksiyon ve yapi1 bakimindan en fazla korunmus gen ailesi oldugu bilinmektedir.
Ciinkii evrim siirecinde hiicreler bir stres ile karsilastiklart zaman canh
kalabilmelerini saglayacak, stres sinyalini saptayan, izleyen ve yanit verebilen bir
mekanizma gelistirmislerdir. Bu sayede stres durumunda hiicreler ve dokular hasar

gormekten ve apoptozisten korunmus olurlar [29].

Is1 sok proteinlerinin gen transkripsiyonu, 1s1 sok transkripsiyon faktorii ile

Hsp gen promotor bolgelerindeki 1s1 sok elementlerinin etkilesimi araciligiyla
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saglanir. Normal kosullar altinda 1s1 sok faktor 1 (HSF1) stoplazma igerisinde
DNA'’ya bagli olmayan bir monomer molekiil gibi bulunur. Stres kosullar1 altinda
DNA’ya baglanma kapasitesine sahip olmak i¢in ii¢c fosfatli forma doniisiir ve
stoplazmadan cekirdege gecer. Cekirdekte 1s1 sok protein geninin promotor bolgesine

baglanarak, Hsp transkripsiyonunu saglar ve Hsp sentezini artirir [28].

2.2.3 Is1 Sok Proteinlerinin Artisina Sebep Olan Faktorler

Is1 sok proteinlerinin artis1 sadece 1siya baglh olarak degil, pek cok farkl

sebeplerle de artabilir. Bunlardan bazilart sunlardir [28, 34]:

Cizelge 2.2 Is1 Sok Proteinlerini Artiran Sebepler

Cevresel Faktorler Hastaliklar Hiicre Etkilesimi

Is1 Soku Ates Hiicre Dongiisii

Agir Metal Gegisleri Yangi Biiyiime Faktorleri
Enerji Metabolizmas1 Iskemi Gelisme ve Farklilasma
Inhibitorleri

Kemoterapotik Ajanlar Hipertrofi
Hiicresel Hasar

Malignensi

2.2.4 Is1 Sok Proteinlerinin Hiicre Disindaki Gorevleri

Hsp’ler normalde hiicre icerisinde bulunurlar. Hiicre disinda ise hiicrelerin
oldiigii ve iceriklerinin disart atildigr durumlarda bulunurlar. Bu dagmik hiicrelerin
planlanmamis 6liimii nekroz olarak adlandirilir ve hiicrede sadece hatali eylemler
meydana getirir. Hiicrenin disindaki Hsp’ler hastalik veya enfeksiyona karsi
bagisiklik sistemini uyarmak i¢in ¢ok giiclii bir indiikleyici etkide bulunurlar [33,
34].
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2.2.5 Is1 Sok Proteinleri ve Bagisikhik

Hiicre disindaki Hsp’ler hastalik veya enfeksiyona karsi bagisiklik sistemini
uyarmak icin ¢ok giiclii tehlike sinyalleri gonderirler. Pek ¢ok patolojik ajanin
konakta immun cevap olusturmasinda rol oynayan antijenik ajanlardir. Farkli
parazitlerde Hsp’lerin strese karsi toleranslari, antijenik 6zellikleri farklidir [35, 36].
Stres proteinlerine karsi gelisen immun cevaplar capraz reaksiyonlar vasitasiyla
hiicrenin kendisine karsida (anti-self) reaksiyon gelisimine sebep olabilmektedir [33].
Saglikli bireylerin enfeksiyon veya herhangi bir sekilde strese maruz kalmis kendi
hiicrelerinden arinmak igin, kendi stres proteinlerine kars1 immun cevap verebilme
yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri siiriilmektedir [37]. Iste bu yeteneklerin
diizenlenmesinde meydana gelen aksakliklar bazi otoimmun rahatsizliklara neden
olabilmektedir. Stres proteinleri immun cevapta hedef olmanin yami sira, antijen

sunulmasinda da 6nemli rol oynarlar [35, 34].

2.2.6 Onemli Hsp Aileleri

Stres proteinleri, molekiil agirliklarina gore bazi alt guruplara ayrilirlar. Bu
gurubun iiyeleri sadece biiyiikliikk yoniinden degil, baska ozellikleriyle de benzerlik
gosterirler. Ornegin Hsp70 ve Hsp60 aileleri benzer fonksiyonlar goriirler ve
bunlarin amino asit siralanmalart % 50’nin {izerinde benzerlik gosterir. Ayrica
molekiiler agirliklan biiyiik olan Hsp100, Hsp90 ve Hsp70 proteinlerinin sekanslari

bitkiler aleminde biiyiik benzerlik gosterir [38].
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Cizelge 2.3 Onemli Hsp aileleri [39]

AILE ORGANIZMA SAPERON VYER SEKIL FONKSIYON
Hzpl 00 E.coli ClpA B Sitoznl Agrepattan
8 ceravisiae Hzpl 04 Sitoznl O protein
gekilmes v
6-7 mer yemiden
katlma
Hzp0 E.coli Hip6 Sitoznl Sinyal
5. cerevisiae HzpS83 Sitoznl transditksivon,
Inzan Hep0 Sitozol % 151 50k wartaun
GRP24 Celdirdelk ditzenlenmesi,
TRAP1 ER - hiere dongiisi
Dimer v
proliferasyon
Hee/Hepl) E. coli DMaK Sitozol Izt sok yambmn
8. cersvisiae S=al-4 Sitoznl diizenlenmesi,
Szbl2 ER yanhs
Kar2 8=l Matokondr katlanmis
proteinlerin

o
konformasyona

@y  erisimi

Insan Hee 70 Hepl0  Sitoznl monomer  SPOptodsin
EIP, mHep?0 Celirdek dnlenmesi,
ER membranlar
Mhitokondr arasi protein
translokasyonm
Haphl E.coli GroEL/ES Sitoznl Katlama ve
§ cerevizias Hzphl hvtokondri . denature
Bitkiler Conbl Kloroplast protein
Insanlar Hzpol0 Mhhtokondri | 14 mer stahilizasyomu
HapdO E coli Dinaj Sitoznl Hep0°in
5 .cerevisiae Tdjl Sitozol & ATPaze
Insan Hdjl .2 Cekirdek monomer  AkGivitesi igin
gerekli
kozaperon
Kigiik E coli IbpA B Sitozol Proteinlarin
Hep'ler Inzan Hep2? Sitozol kiimele smesinin
crystallin Sitozn] % dnlenmesi,
Hilerelerin 121
8-Tmer i
dayanikhlde
gistermeleri ve
anti-apoptotik
fonksvon

2.2.6.1 Hsp40 Ailesi

Okaryot organizmalarda Hsp70’in fonksiyonlarina yardimci olurlar, enzim
gibi davranirlar. Bir organizmada birden fazla tip Hsp40 bulunmaktadir [21].
Hsp40’1n mayada 20 tane, E. coli’de 6 tane, D. melanogaster’de 34 tane insanda ise
44 tane J domain proteini oldugu tahmin edilmektedir. Hsp40 varliginda Hsp70’in

substrata ilgisi artar. Hsp40, substrat protein katlanmasinda proteinleri gerginlestirip,
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Hsp70’e sunarak, Hsp70’in islevini artirir. Tiim Hsp40’lar J domainine sahiptirler ve
bu domain Hsp70’in ATPase domaini ile temas ederek, onu etkinlestirir ve boylece

katlama prosesi gerceklesir [40].

Hsp40 Peptit
Baglama
Fragmenti

J Domain

Sekil 2.9 Hsp40’1n J domaini sayesinde Hsp70’e substrat1 sunmasi [40]

2.2.6.2 Hsp60 Ailesi

Hsp70 ve Hsp60 ister bakteri, ister kiif veya hayvan hiicresinde olsun benzer
fonksiyonlar gosterirler ve bunlarin aminoasit siralanmalart %50’nin iizerinde
benzerdir. ER i¢inde kalnexin, mitokondri igerisinde karetikulum proteinlerinin
katlanmalarin1 saglarlar. Hsp60, bozunmus proteinleri yakalayip bu proteinleri
kimyasal enerjileri yardimiyla pargalar. Bu protein 60 kDa’luk bir protein olup ficiya
benzer bir yapiya sahiptir ve katlanmamis proteinin bu ficinin ortasindakikai oyuga
alarak,  hidrofobik etkilesimlerle proteinin katlanmasini saglar. Proteinlerin
stoplazmadan mitokondriyal matrikse tasinmasinda ve aminoasit zincirlerinin
islevsel formlarina diizgiin katlanmasinda gorev yaparlar. Ayn1 zamanda apoptozisi
onlemede anahtar rol oynarlar. Sadece molekiiler saperon olarak degil, ayn1 zamanda
stres tepkisinde de gorev yaparlar. Normal sartlar alinda Hsp60 enzimlerin
toplanmasinda ve baglanmasinda islev goriir ve enerji metabolizmasiyla ilgilidir.

Hsp70 ve Hsp60 ailesi intraseliiler bolgelerde proteinlerin katlanma, bir araya gelme
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ve yer degistirmelerine yardimer olurlar. Diger Hsp’ler ise yanlis katlanan proteinleri
diizeltirler. Hsp60 en iyi E. coli’de arastinlmistir ve bu da Sekil 2.10’da gosterilen
GroEL mekanizmasi olarak tanimlanmistir. Hsp60, prokaryotlarda Hsp10 (GroES)
ile beraber calisir. Hsp10 Hsp60’1n iizerini bir kapak gibi kapatarak, katlanma

olayina yardim eder [41].

Hsp60 saperon fonksiyonu

Sekil 2.10 Hsp60’1n prokaryotlarda Hsp10 ile protein katlama mekanizmasi [42]

2.2.6.3 Hsp90

Hsp90 molekiiler bir saperon olup, proteinlerin katlanmasinda, sinyal
yolaklarinda, tiimorlerin yayilmasinin 6nlenmesinde ve yanlis katlanmis proteinlerin
kiimelesmesinin onlenmesinde gorev almaktadir. Hiicre dongiisiiniin kontroliinde,
transkripsiyonel diizenlemede, protein yikiminda ve tasginmasinda da rol oynarlar.
Hiicrede en fazla fonksiyonu olan proteindir. Normal hiicrelerde % 1-2 oraninda
bulunurken stres durumunda bu oran ikiye katlanmaktadir. Ligand yoklugunda
hormon baglayici etki gosterirler. Bu molekiiller steroid reseptorlerine baglanarak
steroid hormonlar baglanana kadar, steroid reseptorlerin niikleer DNA’ya

baglanmalarini1 engellerler. Boylece steroid reseptorler ile DNA arasinda zamanindan
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once olusacak etkilesimleri onlemis olurlar. Stoplazma ve endoplazmik retikulumda
bulunurlar. Endoplazmik retikulumda en fazla bulunan 1s1 sok proteinidir. Hsp90

ayni zamanda HSF1’in fizyolojik kosullarda durumunun dengelenmesini de saglar

[43].

Hsp90 bir dimerik proteindir ve yiiksek korunumlu okaryotlarda o ve [3
adinda iki izomerik formda bulunur. Hsp70 gibi protein katlanmasinda gorev alir.
Bazen Hsp70 bir substratin tam olusum ve aktivasyonunu saglayamaz. Bu durumda
Hsp90 ile beraber, Hop (Hsp organizing protein), p23 kosaperonu ve peptidil-prolyl
cis/trans izomerazlar bir kompleks olusturarak substrati olmalar1 gereken
konformasyona getirirler (Sekil 2.11). Bu en son kompleksden substratlar ortaya

cikar. Yeniden Hop’a baglanan Hsp90 yeni bir dongiiye girmeye hazirdir [26, 41].

/\‘\ m?j L '\\,

X
~n Hsp 70 Déngiisii \ Hsp90 Dangiisii y
r-wy 'lh
g

-\ [ | "
-6 R e,

- @m

Ara kompleks

Sekil 2.11 Hsp70 / Hsp90 substrat dongiisii [44]

Hsp90 mRNA’s1 T.gondii’de takizoitden bradyzoit olusumunun ilk 24

saatinde artar. Bu sebeple erken bradyzoit isaretcisi olarak diisiiniilebilir [45].
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2.2.6.4 Hsp100 Ailesi

Bu guruptaki proteinler daha ¢ok proteinlerin yigilmasini ve/veya protein
degredasyonunun Onlenmesini saglamaktadir [30]. Yiiksek molekiil kiitlesine sahip
olan 1s1 sok proteinleridir. Termotoleransin gelistirilmesinde rol oynadiklar
ongoriilmektedir. Hsp100, protein kiimelerini ayirmak icin onlar eritir. Ozellikle
Hspl00 ailesi igerisinde yer alan HsplO4 yeni toplanan proteinleri kurtarma
yetenegine sahiptir [26, 41]. Hsp100’iin ortas1 delik doner bigak seklinde oldugu
diistiniilmektedir, agregattaki substrat proteinlerini agregattan ¢ekerek ortasindaki
delikten gecirir, gerginlestirip diizelterek, deligin u¢ kisminda bulunan Hsp70 ve

Hsp40 kompleksine sunar ve substratin tekrar katlanmasini saglarlar [30, 46].

2.2.6.5 Kiigiik Hsp’ler

Futbol topu goriiniimiinde proteinlerdir. Bunlar 15 ile 40 kDa’luk kiitleler
halinde, stoplazma ve cekirdekte bulunurlar. Antioksidan 6zellikleri vardir. Bunlar
Hsp60 ve Hsp70’den farkli olarak proteinlerin diizgiin katlanmasinda kullanilmazlar
[47]. Bunun yerine hiicresel stres yaniti esasinda kismi katlanmis proteinler ile
etkilesime girerek, bu proteinleri stabilize ederler ve bunlara yapisarak kiime
olmalarim engellerler [46]. Diger 1s1 sok proteinlerinin aksine yiiksek korunumlu
degildirler ve tiirler arasinda oldukca cesitlilik gosterirler. Kiictik Hsp’lerin protein
yapismasi ve cokelmesiyle karakterize Alzheimer, Creutzfold Jakop Sendromu gibi
hastaliklarda ekspresyonu artar. Ubiquitin tiim Okaryotlarda goriilen yiiksek oranda
korunmus bir proteindir. Hsp8 olarak da adlandirilan bu protein, degredasyonda

gorev alir [47].

2.2.6.6 Hsp70 Ailesi

Hsp70, 70 kDa’luk bir protein olup, katlama prosesinde olduk¢ca 6nemli bir
yere sahiptir. Hsp70 yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasini, stoplazma,
mitokondri, endoplazmik retikulum gibi yapilara protein taginmasim saglamaktadir.
Peptitlerin  hidrofobik  bolgelerine baglanarak proteinlerin  kiimelesmelerini

onlemekte ve boylece strese maruz kalmis proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarim
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korumalarim  saglamaktadirlar[32].Yanlis katlanmis proteinlerin  diizeltilmesi,
diizeltilemeyenlerin yikim i¢in hedeflenmesi, peptitlerin birbirine baglanmasi,
HSF1’in calismasinin diizenlenmesi gibi gorevleri de vardir ve ATPaz aktivitesi
gosterirler. Hsp70’ler tiim bu fonksiyonlar1 kosaperonlarla ve/veya partner

saperonlarla birlikte yaparlar [48].

2.2.6.6.1 Hsp70’in Domain Yapist

Hsp70 ii¢ domaine sahiptir. Birincisi proteinin N terminali yani ATPaz
domaini olup, molekiil kiitlesi 44 kDa’dur. ATPase domaini iki biiylik globiiler
domainden olusur, her bir domain de iki kii¢iik subdomainden olusur. Bu domainler
ortada bir yarik olusturacak sekilde bulunurlar ve dip kisma bir niikleotid baglanir.
S1gir Hsc70 ATPase domaininin X 1s1n1 kullanilarak yapisina bakildiginda, iki § ve 7y
fosfat baglama lobu ile hidrofobik fosfat baglama lobunun etkilesimleri ile adenozin
niikleotidin aktif bolgeye baglandigi goriilmiistiir. Niikleer manyetik rezonans
(NMR) calismalarinda ise ATPase domaininin yiiksek esneklikte oldugu ve farkl
subdomainlerde biri digerini etkileyecek sekilde gerceklesen egme ve kirpma
hareketleri sayesinde niikleotid baglanma yariginin agilip kapanmasinin yonetildigi
tespit edilmistir. Bu acilip kapanmalar niikleotidin baglanip serbest kalmasini saglar.
Burada ATP hidrolizi gerceklesir ve substrat baglanma domainine sinyal gonderilir.
Bu sinyalin gonderilmesiyle substrata zayif olarak baglanmis olan Hsp70, substrati
sikica kavrar. Bu ADP+P saliniminda NEF (niikleotid exchange factor) adi verilen
bir protein ailesinden bahsedilmelidir. NEF ailesi cok cesitli ve tam tanimlanmamis
protein sinifindan olusmus olup, prokaryotlarda GrpE olarak, dkaryotlarda ise Bagl,
Feslp ve Hspll0 olarak adlandirilir. NEF bir kiska¢ gibi davranarak NBD’ni
(niikleotid baglanma domaini) sikar ve ADP salinnmini kolaylastirir. Bu sonraki
ATP’nin domaine baglanmasini ve yeni Hsp70 katlama prosesinin baglamasini saglar
[47, 48]. Adenin niikleotidinin hidrolizi sadece Hsp70 tarafindan saglanirsa katlama
orani diisiik olur, fakat hidrolizi bir kosaperon olan Hsp40’1in J domaini indiiklerse,
katlama oranm1 1000 katina c¢ikar. Yapilan caligmalarda peptitlerin hidrofobikliginin
ATP hidroliz oranim etkiledigi de tespit edilmistir. Hidrofobiklik acisindan giiclii
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olan peptit, daha zayif olan peptide gore Hsp70’in ATP hidrolizini ¢cok daha iyi
uyarir [32, 47].

Ikinci domain yapis1 ise orta (middle) domaindir. Hsp70 ailesi igerisinde
oldukca yiiksek oranda korunmustur ve substrat baglanma domaini (SBD) olarakta
adlandirilir. Bu domain hakkindaki pek ¢ok bilgiye Escherichia coli DnaK (HSP70
homologu) iizerinde yapilan c¢aligmalarla ulasilmigtir. SBD 25 kDa [ yaprak
subdomaininden ve 10 kDa helikal subdomainden olusur. Peptit baglama bolgesi
sandvi¢ benzeri bir olusum gosterir. Burada iki tane 4 zincirli B-yaprakla beraber,
ikisi icte ikisi dista olmak iizere yukar1 dogru cikinti yapmis 4 tane lob yer alir.
Ayrica birde helikal subdomain vardir, bu da 5 tane heliksden (A,B,C,D,E) olusur.
Heliks B bir kapak meydana getirir ve bu kapak distaki loblarla iki hidrojen bagiyla
baglanan tuz kopriisii olusturur ve katlanacak olan substrat, substrat baglanma
domainine baglaninca kapanarak, Hsp70’in substrata olan affinitesinin artmasin
saglar. Kapagin kapanmasi ATPase domaininden ADP+P olusumuna bagl olarak
gelen sinyal ile indiiklenir, kapak donme hareketi yaparak SBD’i kapatir [40,48].
SBD icerisindeki oyuk hidrofobik bir merkez olup, substrat ile merkez arasindakikai
hidrofobik etkilesimlerle substrat olmasi gereken konformasyona erisir [25]. ATPase
domainine yeni bir ATP’nin baglanmasiyla kapak ag¢ilir ve substrat serbest birakilir,

Hsp70 yeni bir dongiiye girmeye hazir hale gelir [32].

Uciincii yapr ise C terminalidir ve 18 kDa’luk bir domaindir ve substrat
baglama domaininin bir kismiyla beraber kapak gorevi goriir. Bircok okaryotik
sitozolik Hsp70’in C terminali, yiiksek korunumlu bir oktapeptit icerir. Bu oktapeptit
cesitli kosaperonlarla Hsp’nin etkilesime girmesine aracilik eder. Icerisinde
Hsp40’inda bulundugu pek cok kosaperon, tetratrikopeptit (TPR) tekrarlarindan
olusan protein etkilesim motifleri icerirler. Bu TPR ile saperonun oktapeptit kismi
etkilesime girer ve maya sitozolik Hsp70’in ATPase domainini uyaric1 etkide

bulunur [48, 49].
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d) substrat baglama
dagnaini

a) ATPase domaini

¢} Hsc70-Bagl f) HscA

Sekil 2.12 Hsp70 saperonunun yapist ve onunla etkilesime giren kosaperon ve
substratlar [48]. a) S18ir Hsc70’inin ATPase domaini, ADP, inorganik fosfat ve iki
potasyum iyonu (PDB kodu 1BUP). b) DnaK ATPase domaininin GrpE ile
etkilesimi (PDB kodu 1DKG). c) Hsc70 ATPase domaininin Bag domain fragmenti
Bag 1 ile etkilesimi (PDB kodu 1HXI1). d) E. coli DnaK’nin substrat baglama
domaini (PDB kodu 1DKX). e) E. Coli DnaK peptit substratla beraber (PDB kodu
1DKX). f) E. coli HscA’nin peptit substratla iliskisi (PDB kodu 1U00).
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Yapilan pek cok calismada, Hsp70’lerin hiicrede farkli veya ayni
kompartmanda bulunmalarina ragmen, aym1 kompartmanda bulunanlar arasinda bile
fonksiyonel olarak farkliliklar tespit edilmistir. Maya iizerinde yapilan ¢alismalarda
Hsp70 ve Hsc70’in domain yapilar karsilagtirilarak, aralarindaki benzerlik ve
farkliliklar bulunmaya calisilmistir. Hsc70’in hiicrede normal durumda bulundugu,
Hsp70’in ise hiicre bir stresle karsilastigi zaman eksprese edildigi gozlemlenmistir.
Domainlerin karsilastirilmasinda ise biiylikk oranda benzerlikler goriilmiis fakat
tamamen ayni olmadigi tespit edilmistir. Ayrica farkh tiirler arasinda domain degis
tokusu yapildiginda Hsp70’lerin islevsel oldugu, ancak degis tokusun Hsp70-Hsc70
ile yapildigi durumda ise islevselligin ortadan kalktig: goriilmiistiir. Ozellikle insan
Hsp70’1 ile Hsc70’inin SBD’leri maya Hsp70’leri ile degis tokus yapildiginda olusan
proteinin yapisinda ciddi farkliliklar goriilmezken, ATPase domain degis tokusunda
onemli farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Bu durum Hsp70 ile Hsc70 ATPase domain
fonksiyonlarinin farkli oldugunu ortaya koymustur. Yapilan ayrintili ¢aligmalarda bu
farkliligin sadece ATPase domaininden kaynaklanmadigi, domainler arasi
etkilesimin ve protein-protein etkilesimlerinin de Hsp70 ve Hsc70 fonksiyonlar1 icin
hayati derecede énemli oldugu belirlenmistir [32,50]. Hiicrede bu kadar farkli Hsp
izoformunun bulunmasi, bunlarin substratlarla/kosaperonlarla etkilesimi, ayni
kompartmanda bulunan formlarin farkli farkli islevler yapmasi sirasindaki

mekanizmalar tam aydinlatilamamustir [51].

Maya sitozolde Ssa ve Ssb olmak iizere iki farkli tip Hsp70’e sahiptir. Ssa
dort, Ssb ise 2 farkli izoforma sahiptir. Sitozolik Hsp’ler cekirdege ve diger
organellere protein tasinimini saglarlar ve denature proteinleri yikim icin hedeflerler.
Maya sitozoliinde birka¢ tane kosaperon bulunur ve bunlardan en iyi tanimlanmig
olan Hsp40’lar, Ydj1 ve Sis1’dir [47, 50]. Sekil 2.13’te goriildiigii tizere Hsp40 sahip
oldugu J domaini sayesinde substrati tutarak Hsp70’e getirir ve bu J domaini
Hsp70’in ATPase domainini uyarir. Bu uyarim kapak bdlmesinin kapanmasina ve
Hsp70’in substrati sikica kavramasina yarar. Ardindan da Hsp70 substrati uygun

konformasyona getirir [52].

Is1 sok proteini 70’in fonksiyonel farkliliklarinin, etkilestikleri spesifik

Hsp40’dan ve substrat sinifindan kaynaklandigi sanilmaktadir [21].
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Sekil 2.13 Hsp40’1n Hsp70’e substrati sunmasi [52]

2.2.7 Hip, Hop ve CHIP

Hip, insan Hsc70’nin ATPase domaini ile etkilesime giren 43 kDa’luk bir
proteindir. Hip Hsp70’t ADP durumunda stabilize ederek, Hsp70’in saperon
aktivitesine devam etmesini saglar ve boylece premature substratlarin salinimini
onler [48]. Hip 7. gondii’nin takizoit ve bradyzoit safhalarinda, stoplazmada yer alir.

Takizoit-bradyzoit doniisiimlerinde etkili bir saperondur [45].

Hop 60 kDa biiyiikliigiinde bir protein olup, ilk kez mayada 1s1 sok
proteinlerinin (yeast Stil) yanmitlarinin diizenlenmesinde gorev alan proteinler icin
yapilan genetik taramada tespit edilmistir. Daha sonraki caligmalarda progesteron
reseptor kompleksinin bir bileseni oldugu tespit edilmistir. Hop, Hsp70 ve Hsp90 ile
etkilesime girer. In vitro deneylerde progesteron reseptorlerinin olgunlasma
oranlarinm1 hizlandirdig1 tespit edilmistir. Mayada Stil’in maya Ssal’in ATPase
aktivitesini stimule ettigi tespit edilmisse de, memelilerde boyle bir ozellik

gbzlenememistir.
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CHIP 35 kDa olup, Hsp70 ve Hsp90’1n C terminaline baglanmak icin Hop ile
rekabete girer. Ubiquitin, ligaz gibi davranarak Hsc70 substratlarinin proteozomlar

tarafindan yikimini saglar [48].

2.2.8 Prionlar

Hasarli, mutant ve yanlis katlanmis proteinler agregat olma egilimindedirler.
Bazi protein agregatlari normal proteinleri enfekte eder ve hiicre boliinmesi sirasinda
yavru hiicrelere gecer. Prion kisaca protein iceren ve bulastirilabilen (enfeksiy6z)
karakterde ¢ok kiiciik partikiillerdir. Prion olusumu en fazla mayada arastirilmistir
[53]. Prionlar viruslerden ¢ok daha kiigiik proteinler olup, hiicrelerde birikimleri
sonucu norodejeneratif rahatsizliklara sebep olurlar ve nesilden nesile aktarilabilirler.
Bu enfeksiyon ajanlarinin nesilden nesile aktarimlarinin DNA yolu ile olmamasi,
proteinler yoluyla da bazi rahatsizliklara yeni kusaklara gececegini gostermistir [32,

48].

Sup45 ve Sup35 translasyonu sona erdiren ve ribozomu proteinden ayiran
molekiillerdir. Sup35’in normal ve prion formu olmak iizere iki formu bulunur.
Sup35’in iki formundan biri olan prion formu normal Sup35 proteinini prion
formuna cevirir ve bu form [PSI *] seklinde gosterilir. Prion formun olusmasi icin
Sup35’in N-terminali gereklidir. Ciinkii Sup35’in sadece C terminali fonksiyoneldir
ve fonksiyonu olmayan N terminali hiicreyi [PSI *] formuna cevirir [54]. Bu
terminal diger proteinlere baglandiginda veya sadece bu bolge eksprese edildiginde
prion formu elde edilir. Bu terminalin silinmesi ya da zarar gormesi [PSI ]
formunun kaybolmasina ve hatta [PSI *]’I1 hiicrelerin normale dénmesine sebep olur.
[PSI "] formunda stop kodonu gecilerek gen transle edildigi i¢in bu fenotipi mayanin
adenin okzotropu kullanilarak takip edilir. Bu fenotipte ADE I genini yarim birakan
prematiire bir stop kodonu vardir. [PS] "] olan maya etkin bir sekilde translasyonu
prematiire kodonda sonlandirir. Bundan dolay:r adenin iiretmez veya adenin eksik
olan ortamda biiylimezler. Bunun yerine zengin ortamda adenin biyosentezinin ara
liriinii olan maddeyi biriktirirler ve hiicreler kirmizi renk alirlar.  [PSI ] genellikle
ADE I de prematiire stop kodonu gecerek okur ve bu hiicrelerin adeninsiz ortamda

biiyliyebilmesini saglar ve zengin ortamda beyaz veya pembe renktedirler [53].
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Hspl104 prion olusumunu Onleyen bir saperondur, ancak bu fonksiyonu yerine
getirebilmesi icin muhakkak Hsp70’in yardimi gerekir. Prion olusumunun en ¢ok

arastirildigr mayada Hsp70 sayisindaki artis prion olusumunu azaltir [40, 55].

2.2.9 Hsp70 — Kanser - Apoptozis

Hsp’ler ilk olarak yaklastk 30 yil Once tiimor hiicrelerinden izole
edilmislerdir. CD8+ ve CD4+ lenfositlerini, dogal katil hiicrelerini (natural killer)
harekete gecirirler, ayn1 zamanda sitokinezlerin salgilanmasint ve dendritik
hiicrelerin indiiklenmesini saglarlar. Dendritik hiicreler primer immun yanitta antijen
sunucu hiicrelerdir ve T hiicrelerini uyarirlar. Natural killer denen dogal Kkatil
hiicreleri ise aslinda beyaz kan hiicreleridir ve immun sistemin olduk¢a Onemli
elemanlaridir. Timor hiicrelerinde Hsp70 membrana baglanarak, immun sistem icin
timor hiicrelerini hedef haline getirir. Dogal katil hiicreleri, membrana bagh
Hsp70’lere CD94 reseptorleriyle baglanirlar. Baglandiklart hiicreler granzim B
salgilar ve bu enzim sayesinde tiimor hiicresi apoptosis i¢in indiiklenmis olur. Bu
aktivasyon mekanizmasi, anti kanser ila¢ gelistirme caligmalarinda dikkat

cekmektedir [56].

Apoptozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli hiicre 6liimiidiir.
Programli hiicre oliimii olarak da adlandirilan bu siire¢, doku homeostazinin
korunmasinda kritik bir role sahip oldugu gibi, fetal gelisim ve eriskin dokulardaki

pek ¢ok fizyolojik olayda da 6nemli rollere sahiptir [57].

Protein denaturasyonu ve agregasyonu apoptozisi tetikler. Kaspazlar
apoptotik hiicre oliimii esasinda 6nemli rol oynayan multigen ailesinden olusan
sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kelime olarak “Cysteine Aspartate Specific
ProteASEs” dan CASPASE” olarak tiiretilmistir. Kaspaz aracili apoptozisin
aktivasyonu hiicre ylizey reseptorleri aracilifiyla, ER araciligiyla olabildigi gibi,
mitokondrideki sitokrom c araciligiyla da olabilir. Stresin neden oldugu apoptozisi
Hsp70, sitokrom c ile etkilesime girebilme yetenegi sayesinde Onler. Ekstrinsik ve
intrinsik yolaklardan kaynaklanan apoptozisi Hsp70, Hsp27 ile birlikte bloke eder
[57]. Kanserde de Hsp70 seviyesi ¢ok artar, bu sayede 6zofagus, bobrek ve pankreas

kanserlerinde, melanoma da iyi bir prognoz saglar. Fakat diger tip kanserlerde
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prognoz ya ¢ok azdir ya da yoktur. Hsp ailesi kanser tedavisinde 6nemli bir kap1
acar, c¢linkil hiicrenin yasam miicadelesinde anahtar role sahiptir. Tiimor gelisiminde
ve metastazinda Hsp seviyesi c¢ok artar. Bu sebeple immunoterapide ilag
hedeflenmesinde kullanilabilir. Immun yamtin artmasinda ve hiicrelere antijen
sunumunun aktivasyonunda Hsp70 kullanilir. Ag1 iiretiminde kullanilabilirler. Bu da

kanserin ve enfeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesini saglar [49, 58].

2.3 Protein Saflastirma

Proteinin molekiiler yapisi, fiziksel ve kimyasal ozellikleri ekstraseliiler veya
intraseliiler olmasi1 ve hiicre i¢inde bulundugu yerin bilinmesi saflastirma prosesinin
belirlenmesinde ¢ok yardimci olur. Saflagtirma sirasinda, bu islemin ne oranda
basarildigini izlemek i¢in, protein miktarinin hassas ve spesifik olarak belirlenmesi
gerekir [59]. Saflastirmanin ilk adimlarinda daha ¢ok deristirmeye yonelik (yiiksek
kapasiteli) teknikler kullanilir. Boylece ortamdaki suyun biiyiik kismi uzaklastirilmisg
olur. Coktiirme, ekstraksiyon ve absorpsiyon kromatografi teknikleri bu amagcla

kullanilabilir.

Ayrica giicii agisindan ¢oktiirme ve ekstraksiyon teknikleri etkin degilken
kromatografik teknikler ozellikle afinite kromatografisi ¢cok etkindir ve 1000 kattan
fazla saflagtirma saglar. Afinite-ultrafiltrasyon kombinasyonu gibi yiiksek ayirma
giiclii tekniklerin kullanilmasi saflastirma prosesindeki adim sayisini ¢ok diisiiriir.
Fakat afinite tekniklerinin cok pahali oldugu, bu nedenle ¢oktiirme gibi ucuz
teknikler ile kontaminantlarin 6nemli oranda uzaklastirllmasindan sonra
uygulanmalar1  gerektigi unutulmamalidir. Protein saflasirmada uygulanacak

teknikler genel olarak asagidaki siray1 izler:
a) Homojenizasyon
b) Coktiirme
¢) Iyon degisim kromatografisi
d) Afinite kromatografisi

e) Jel Gegirgenlik kromatografisi
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Saflastirmanin verimi protein tayini ile ka¢ kat saflagtirma gergeklestirildigi
ise birim protein kiitlesi bagina fonksiyonel aktivitenin 6l¢iilmesi ile bulunur. Protein
saflik testi ve ka¢ yabanci protein icerdigi jel elektroforezi ile belirlenir.
Safsizliklarin molekiil kiitleleri SDS-PAGE ile tayin edilir ve safsizliklar jel

gecirgenlik kromatografisi ile uzaklastirilir.

2.3.1 Kromotografi

Kromatografi; ayrilacak maddelerin uygun bir hareketli faz yardimiyla, sabit
bir fazdan gecirilmesi sirasinda, hareket hizlarinin farkli olmasina dayanan bir
ayirma yontemidir. Ayrilacak maddelerin sabit fazla etkilesme tipine, hareketli fazin
gaz veya s1vl olmasina ve deney teknigine gore, kromotografi ¢esitli adlar altinda

uygulanan bir metottur.

Biyokimyada kolon kromatografisi ¢ok kullanilir. Kolon ayrilacak
maddelerin tutulmasim saglayacak bir dolgu maddesiyle doldurulur. Uygun bir
coziiclide ¢oziilmiis olan maddeler kolondan gegirilir. Bu sirada dolgu maddesiyle
etkilesmenin zayif ya da kuvvetli olmasina bagli olarak ayrilacak maddeler kolondan
farkli hizlarla gecerler. Kolonda farkli noktalara siiriiklenmis olan maddeler uygun
coziiciilerle (tamponlarla) kolondan alinirlar. Kolondan tampon c¢ozeltilerle alinan
maddeler fraksiyonlar halinde ayr tiiplere toplanir ve bdylece ayirma islemi

gerceklesmis olur [60].

2.3.2 Elektroforez

Sulu bir ¢ozelti icinde, siispansiye ya da c¢oziinmiis kiiciik elektrik yiiklii
parcaciklarin, uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile goc¢ etmesi siirecine
elektroforez denir. Bu kiiciik parcaciklar; bakteri hiicreleri, viriisler, protein
molekiilleri veya sentetik parcaciklar olabilir. Dogal olarak bu parcaciklarin ¢ogu
elektrik yiikii tasirlar [61]. Diger bir deyisle elektroforez, ortam pH’sina gore, pozitif
(+) ya da negatif (-) olarak yiiklenen kolloid taneciklerin, bir elektrik alaninda, kendi
net yiklerine zit yiikk tasiyan anot veya katoda dogru farkli hizlarda
stiriiklenmeleridir. Proteinler; elektrik yiikii, biiyiikliikleri (yiik/kiitle oran1), sekil gibi

ozelliklerine gore ayrilirlar. Elektroforez, genellikle poliakrilamid jel iizerinde
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yapilir. Proteinlerin saflastirilmasinda kullanilmaz. Elektroforez yonteminin degisik

bicimleri vardir:
o Kagit elektroforez
e Serbest veya hareketli cephe elektroforez
e Kusak (zone) elektroforezi
¢ Disc elektroforezi
e lzoelektrik odakikalama

e  SDS-gel elektrofororezi

Elektroforetik yontemler ile, karisim i¢inde bulunan protein sayisini tespit
etmek (kagit ve jel elektroforezi), saflastirilmis proteinin saflik derecesini belirlemek
( SDS-PAGE) ve saflastirilmis proteinin molekiil kiitlelerini tayin etmek (SDS-
PAGE) miimkiindiir [62].

2.3.2.1 SDS-Gel Elektroforezi

Basaril1 bir elektroforez yapilabilmesi i¢in analizi yapilacak 6rnek onunla
reaksiyon vermeyen ve drnegin elektrik alanda ilerlemesini engellemeyen bir zemin
kullanmakla miimkiin olur. Boyle bir kimyasal zemin polimerlerin oOzellikleri
calisilirken kesfedilmis ve poliakrilamid olarak nitelendirilmistir. Poliakrilamid
yapabilmek ic¢in akrilamid, N,N’-metilen-bis (akrilamid), tetrametilendiamin
(TEMED) ve amonyum persiilfata ihtiya¢c vardir. Ammonyum persiilfat suda
coziildiigiinde serbest radikal iyonlar1 olusturur. Eger bu radikal iyonlar1 akrilamid ile
bir araya getirilirse serbest radikal akrilamid molekiilii {izerine tasinir. Aktive
edilmis bu akrilamid molekiilii ¢evresindeki diger akrilamid molekiilleri ile
etkileserek uzunca bir polimer olusturur. Bu polimerlerin olusturdugu ¢ozelti hali
hazirda her ne kadar yogunca ise de jeli olusturmaz. Jel olusumu bu polimer
parcalarinin ¢apraz baglanmasini gerektirir. Bu islem N,N’ -metilen-bis (akrilamid)
tarafindan saglanir. Bu madde iki akrilamid molekiiliiniin reaktif olmayan uglarinin

kafa kafaya verdigi bir molekiil olarak diisiiniilebilir.
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Olusan agin icerisindeki bosluklarin biiyiikliigiinii iki parametre belirler:
- Kullanilan akrilamid miktar1
- Capraz baglanmanin derecesi

Toplam akrilamid miktarina ve bis akrilamid miktarina bagli olarak jel

tizerindeki bosluklarin biiytikliigii ayarlanabilir.

Bu yiizden bir¢ok jel formiilasyonunda bis akrilamid konsantrasyonu % 5’e
ayarlanip sabit tutulurken jel iizerindeki bosluklarin biiylikliigi akrilamid
konsantrasyonu ile oynanarak belirlenir. TEMED’in jel karisimina eklenme nedeni
onun katalizor gorevi gormesindendir. Genelde % 0.4 oraninda eklenen TEMED

polimerlesme reaksiyonunu hizlandirir.

Polimerlesmenin  dogasin1  anlamada tartisilacak son  bir konuda
polimerlesmenin icerisinde gerceklestigi tampon sistemidir. Tampon sistemi ortamin
pH’sin1 hem jel iizerinde hem de jel yiiriitme sistemi icerisinde korumada ve ayrica
akimin jel icerisinden ge¢cmesi i¢in gerekli elektrolit miktarin1 saglamada kullanilir.
Bu yiizden uygun bir tampon secebilmek jel elektroforezinin sonuglar1 acisindan
onemlidir. Proteinlerin jel {izerinde uygun sekilde hareket edebilmeleri i¢in SDS ile
muamele edilmeleri gerekir. SDS globiiler yapidaki proteinleri acarak, onlarin diiz
bir zincir haline gelmelerini saglar ve hepsini negatif yiikler. Negatif yiiklenen
proteinler elektroforezde negatif kutuptan pozitif kutba dogru, molekiil agirliklarina

gore hareket ederler [63, 64].

2.3.3 Floresan Spektroskopisi

Triptofan, proteinler icindeki en yiiksek floresans 6zelligine sahip olan amino
asittir. Triptofan o kadar yaygin bir sekilde kullanilir ki, “dogal protein floresans”

terimi ¢cogu zaman triptofan floresansi olarak adlandirilir.
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Sekil 2.14 Proteindeki triptofan kromoforu [65]

Sulu cozeltilerde triptofan, yaklasik 350 nm boyutuna ve yaklasik 60 nm
enine sahip genis bir floresans bandi sergilemektedir. Farkli araglar kullanilarak fakat
aynt kosullar altinda hesaplanan triptofan floresans spektrumunun, spektrum
Olctimlerindeki farkliliklar yiiziinden diisiik seviyelerde olmak kaydiyla farkli sekiller
ve genislikler (348-353 nm) kazandigini belirtmek gerekmektedir. Maalesef, yakin-
ultraviyole bolgelerindeki aletlerin spektrum 6l¢iimleri icin giiniimiizde heniiz genel
gecerliligi olan standartlar bulunmamaktadir. Dipolar anlardaki (yaklasik 4D) biiyiik
artisin nedeni uyarim oldugundan dolayi, emisyondaki degisiklikler daha kuvvetlidir.
Bu degisiklik, kromofor dipolunii ve coziicii dipolleri iceren yonelim gevseme
siireclerinden kaynaklanmaktadir. Triptofanin emisyonunun c¢evrenin hareketliligine
ve kutuplasmasmna karst olan bu duyarliligi, protein yapilart ve dinamikleri

calismalarinda triptofan floresansin1 6nemli bir ara¢ haline getirmektedir.

Hemen hemen biitiin kutuplu protein gruplari bir 6lciide triptofan floresansini
sondiirebilir. Fotoiyonlagsma, sistem arasi c¢aprazlasma, uyarilmig yapilanma,
uyarilmig alan protonu ve uyarilmis alan elektron transferi muhtemel 1s1masiz
siirecler arasinda bulunmaktadir. Aspartik ve glutamik asit amino asitinin notr halde
bulunduklarinda ¢ok etkili dinamik sondiiriiciilerdir. Lizin ve arginin de dinamik
sondiiriiciilerdir, fakat bunlar yiiklii halde bulunduklarinda daha etkilidirler. Diisiik
pH degerine sahip histidin, indol halkasiyla karmasik dizilimli bir yap1 olusturarak
sondiiriicli etkiye sahip olabilmektedir. Daha diisiik etkinlikte olmak kaydiyla,
protona sahip olmayan histidin de triptofan floresansini sondiirebilmektedir. Tek
sistemin de etkili bir sondiiriicii olmasina ragmen, disiilfiir de triptofan floresansinin
en giiclii sondiiriiciilerinden biridir. Bunlara ek olarak, amit ve peptit gruplarinin da

dinamik sondiiriiciiler olarak hareket ettikleri gosterilmistir. Triptofan emisyonunun
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ve hem emiliminin spektrum Ortiistimiinden dolayi, hem-igceren proteinlerde uzun-
dizilimli enerji transferi soniimii ¢ok Onemlidir. Bu gibi etkiler protein floresansi
analizlerini karmasik hale getirse bile, bunlar ¢ok 6nemli yapisal bilgilerin elde
edilmesi siireclerinde kullanilmaktadir. Ornegin, membrana bagli sitokromda (bs)
bulunan Trp-109 hem-sondiiriicii iki protein alami arasindaki mesafe dagiliminin

hesaplanmasinda kullanilmaktadir.

Triptofan; oksijen, hidrojen peroksit, iyadiir, bromiir, akrilamit, siiksinimit,
dikloroasetamit, piridinyum hidroklorid, NOs, Cs**, Cu®*, Pb**, Cd** ve Mn** gibi
bircok madde tarafindan meydana gelen sondiirmelere kars1 gercekten ¢ok duyarlidir.
Sondiiriiciilere  karst olan bu duyarlihk, sondiirme Olgtimleri yardimiyla
proteinlerdeki triptofan amino asitlerinin ulasilabilirligini ve erisilebilirliginin

belirlenmesini saglamaktadir.

En yiiksek floresans 0zelligine sahip olan ikinci amino asit ise, tirozindir.
Fakat tirozinin uygulanmasi ¢ogu zaman triptofan icermeyen proteinlerle siirlidir.
Fenilalanin floresansi ¢ok zayiftir ve protein c¢alismalarinda hemen hemen hic
kullanilmamaktadir. Diger bir dogal floresans sinifi, en bilindikleri NADH’e

(indirgenmis B-nikotinamid adenin diniikleotid) olan kofaktorleri igermektedir.

NADH’nin floresans ozellikleri bir¢ok caligmanin konusu olmustur. Sulu
cozeltilerde, floresansin kuantum verimi ¢ok digiiktiir ve molekiiliin
konformasyonundan dolay1r floresansin yasam siiresi subnanosaniye dizini
icerisindedir. Karacigere bagl olan alkol dehidrojenazi, floresansta ve emilimdeki
maviye kayan bir spektruma neden olurken kuantum verimindeki artisinda sebebidir.
Substrat analog izobiitiramit ile {i¢lii bir bilesik olusumu bu etkinin boyutlarin1 daha
da artirmaktadir. NADH’lerin yasam siiresi dagilimlari, nanosaniye dizilim i¢inde
degisiklik gostermektedir. NADH’lerin yasam siiresi dagilimlari, ikili ve icli
bilesiklerde uyarilmis bir alan reaksiyonunu ifade eden karmasik bir degisime maruz

kalmaktadir.

Proteinlerdeki amino asitlerin var olan floresans ozellikleri, kimyasal
denatiiranlar, sicaklik, pH degisimleri ve basincin neden oldugu katlanma/

katlanmama gecislerinin izlenmesi amaciyla uzun zamandir kullanilmaktadir.
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Ozellikle triptofan artiklarmin floresan ozellikleri protein yapisin bozulmasina
etkin bir sekilde duyarliyken, fenilalanin ve tirozinin diisiik miktardaki iiriinleri ve

bunlarin problari bu tiir calismalar i¢in bir dereceye kadar daha az duyarhdirlar.

Floresans ozelliklerdeki degisimler, protein katlanmis ve katlanmamis
profillerinin  kinetik ve denge diizenlemelerinde c¢ok yaygin bir sekilde
kullanilmasina ragmen bu degisimlerin fiziksel agiklamalarinin detaylarina nadiren

rastlanmaktadir.

Genel olarak proteinin katlanmasi iki basamakli prosesle iyi bir sekilde
anlatilmistir ve floresans Ozelligin izlenmesiyle elde edilen bilgiler (profiller),
sirkiiler dikroizm ile elde edilenlerle uyumludur. Boyle durumlarda, floresans
profilleri protein yapisindaki genel hasarlarin indikatorleri olarak alinirken, bunlar
triptofan artiklarinin yerlerinin degismesinden kaynaklanmaktadir. Ancak bir¢ok
calismada floresans katlanma/katlanmama profilleri, 6zellikle triptofan artiklarinin
yerlerindeki yapisal degisikliklerden kaynaklandigindan, iki basamakli olmayan
davranigla agiklanmaktadir [66]. Bu nedenle bazi durumlarda floresans profilleri
katlanma/katlanmama gegislerinde gecici ve sabit ara iiriinler hakkinda bilgiler

verilmektedir.

Son yillarda bir ve iki triptofan igeren proteinlerin dogal durumlarinda var
olan floresansin tanimlamasinda c¢ok biiylik ilerlemeler kaydedilmistir [67].
Proteinlerin floresans 6zellikleri oldukga karakteristiktir. Proteinlerin hem dogal hem
de denatiire durumlan arasindaki farkliliklardan dolayi, proteinlerin dogal ve
denatiire durumlarinin rolatif dirtin  miktar1 oranlar1t arasinda yaygin olarak
degiskenlik gostermektedir [68]. Ornegin; baz1 proteinlerde dogal durumda triptofan
emisyonu yiiksek oranda sondiiriilmektedir. Boylece katlanmamis floresans siiresi
ve siddetinde biiyiik artislara yol agmaktadir. Diger yandan, diger proteinlerde dogal
durumda triptofan nispeten yiiksek miktardaki iiriin iken, katlanmamis durumda
floresansi etkin sekilde sondiiriilmiistiir. Yukaridaki verilen referanslar, tek triptofan
iceren proteinlerin floresans diisiislerinin tek ekpononsiyel diisiisle nadiren
aciklanabilir ve diisiis hizlarindaki bu heterojenligin  katlanmis yapilardaki

konformasyonel durumlarin heterojenligini yansittigini1 gostermektedir.
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Simdiye kadar, kararli durum floresans siddetlerinin tek dalga boyundaki
emisyonlarindaki degisimlerinin Ol¢iimleri yeterince bilgi verici degildir. Ancak
izlenebilir olarak protein katlanmalarinda floresans kullanimi genellikle basittir.
Protein yapilarinin indikatorleri olarak baslica {i¢ parametrenin izlenmesi gereklidir.
Bu ii¢ parametre; emisyonun siddeti ortalama enerji veya emisyonun ortalama dalga
boyu ve polarizasyondur. Daha detayli ve iyi ¢oziimlenmis bilgiler elde edebilmek

icin bu parametrelerin karali durum modu gibi zaman ¢6ziimlemede arastirilmadir.

Hsp70 proteinde triptofan olmamasina ragmen alt1 tane tirozin kromoforu

vardir. Floresans spektrumu ise bize bu kromoforik yapilar1 hakkinda bilgi verir.
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Sekil 2.15 Hsp70’in iire ile denaturasyon egrisi [25]

Sekil 2.15’te goriildiigii lizere basta sabit bir sekilde devam eden egrinin ilk
kismi, eklenen iirenin proteini denature etmeye basladigini, daha sonra yiikselis
gosteren egrinin ikinci kismi ise denature olan proteinin kromoforik yapilarindan
kaynakli bir sinyal arisinin meydana geldigini gosterir. Ve son olarak da yine sabit
bir sekilde devam eden ii¢iincii kismu ise artik proteinin tamamen denature oldugunu
gostermektedir. Urenin yapisi proteine oldukga benzerdir. Yapisindaki NH bagi ve
CO bag iireyi protein yapisina benzer kilar. Proteinin iiclinciil yapisini1 alabilmesi
icin gerceklestirecegi zayif baglanmalar1 engeller ve dipeptitilerin olusmasina engel

olur. Bundan dolay1 protein gerekli yapiy1 alamaz ve denature olur [69].
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2.3.4 FTIR ve Protein Uygulamalari

Infrared (IR) spektroskopisi ile molekiillerin elektromanyetik enerji ile
etkilesimde bulunulmasi sonucunda meydana gelen molekiiler hareketleri
belirlemektedir. Elektromanyetik spektrumun orta IR araligi (4000 — 400 cm™),
bircok islevsel gruba ait titresimlerden kaynaklanan absorpsiyon bantlarim
icermektedir. IR spektrumundaki her bir absorpsiyon bandi, absorpsiyon dalga
numarasi, bant genigligi ve giicli ile tanimlanmaktadir. Bir absorbansa ait dalga
numarasi, buna neden olan molekiiler hareket, kimyasal bagda yer alan atomlar ve
cevrelerinin konformasyonu i¢in karakteristiktir. Diger taraftan bant genisligi ve

giicli molekiillerin hareket orani ile dogru orantilidir.

Fourier Doniisimlii IR Spektroskopisi  (Fourier Transformed IR
Spectroscopy, FT-IR) yontemi, spektral bilgilerin alisilmis IR spektroskopisine
oranla ¢ok daha iyi coziiniirliik ile elde edilmesini, hizli, hassas ve dogru analiz
yapilmasim1 saglamaktadir. Bu yontemle cok bilesenli orneklerin ¢alisilmasi
miimkiindiir. Bir absorbansa ait dalga numarasinin saptanma dogrulugu, FT-IR

yontemi ile 0.01 cm™ den fazla olmaktadir.

Mikrobiyoloji alaninda, bir hiicrenin FT-IR spektrumu o hiicrenin
biyokimyasal bilesenleri (proteinler, lipitler, DNA/RNA ve karbonhidratlar)
hakkinda bilgi edinmemizi saglayan parmak izi gibi tanimlayic1 bir bilgidir.
Olgiimlerin yiiksek hassasiyeti ve dogrulugundan dolayr mikroorganizmalar1 zincir

seviyesine kadar tiplendirebilir [70].

2.3.4.1 Kromoforlar

Peptit baglarin1 iceren proteinlerin konformasyon c¢alismalarinda IR
spektroskopisinden siklikla yararlanilmaktadir. Calismalarin biiyiik ¢cogunlugu 1700
— 1600 cm™ araligindaki Amid-I bolgesinde yapilmaktadir.

Peptit baglarinin bu bolgedeki IR 1sinlarin absorblamasi CCN deformasyonu
ile CN gerilmesinin kiigiik katkilariyla birlikte esas olarak CO gerilme

titresimlerinden kaynaklanmaktadir [71, 72].
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Amid-II bolgesi (1500-1600 cm'l) esas olarak N-H egilme (ve daha az
oranda C-N gerilmesinden) sinyallerini icermektedir. Daha yiiksek ve daha diisiik
frekansli Amid bandlar1 (Amid-A ve B ve III- VI bandlar1) daha zayif siddetlidirler
veya daha az tanimlanmiglardir ve daha az siklikla kullanilirlar. Ancak her biri,

belirli durumlarla yararlanilacak 6nemli 6zeliklere sahiptirler.

Bir¢ok durumda, Amid-I band1 protein katlanma/katlanmama calismalarinin
spektral ozellikleri icin cok bilyiik faydalar saglamaktadir. 1700-1600 cm™
araligindaki absorpsiyon bandi veren farkli ikincil yapilarin belirlenmesi, normal
mode hesaplamalar1 sentetik polipeptidlerin farkli ¢evresel kosullardaki analizlerini
ve ikincil yapilart bilinen proteinlerin detayli calismalarinin  kombinezonuna

dayanmaktadir [73].

Son zamanlarda kabul edilen sonuclara gore o — heliks 1650 ve 1658 cm™
araliginda absorpsiyon gosterirken, o — helikse ait bandlar 1650 cm™ in asagisindadir
ve yeni hesaplamalar sinyallerin 1640 cm ’in asagisinda bulunabilecegini
onermektedir [74,75]. Diiz zincirler (B plakasi) genellikle 1620 ve 1640 cm™ (veya
daha diisiik) araliginda bir veya daha fazla absorpsiyon bandi vermekle birlikte 1670
ve 1680 cm™ araliginda daha zayif band verirler [73]. Dénme ve biikiilmeler 1660
cm’ iizerinde bir seri pik olusumuna neden olmaktadirlar. Model peptitlerdeki
donmeler iizerinde yapisal ¢alismalarla mevcut biikiilmelerin dogasiyla ilgili bilgiler
saglanmakla birlikle gercek proteinlerin bu bolgedeki komplekslikleri daha kesin

analizleri onlemektedir.

Amid-I bolgesindeki calismalardaki zorluklar daha rasgele tipteki yapilarla
cok daha iyi anlasilacaktir [75]. Diizensiz polipeptitler genellikle 16401650 cm™
bolgesinde absorpsiyon olusturmaktadirlar [73]. Ayrica, o heliks yapisina sahip
olmadig1 bilinen proteinler 1650 ve 1660 cm’ araliginda etkin absorpsiyon
gosterirler; ki bunlar bu bolgede rasgele zincir konformasyonlarinin belirlenmesine

yol agarlar [76].

Bu  zorluklara  ragmen, Amid-I  bolgesi  uygun  ¢Oziinirliik
zenginlestirmesinden sonra proteinlerin ikinci yapi igeriklerinin analizinde etkin

bicimde kullanilmaktadir [73]. Hem egri uydurma hem de Ornek tanima
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prosediirlerinin kullanimlar1 basarili sonuglar vermesine ragmen, her bir metodun
elestirildigi  yOnleri vardir. Bu analizlerden saglanan bilgiler protein
katlanma/katlanmama oldukga yararli olmalarina ragmen, mutlak gerekli degillerdir.
Bu tip analizlerle ilgili detayli caligmalar bir¢cok yerde Ozetlenmistir [76]. Amid-1I
bandinin basit yapisal analizlerde kullanilmasi daha az kesinlikte bilgiler saglar. Alfa
heliks 1550 cm™ e yakin bant ve 1520 cm™ de daha zayif sinyal olustururken B yapisi
1530 ve 1560 cm™ etrafinda giiclii ve zayif sinyaller olusmasina yol acmaktadir.
Daha diizensiz yapilar genellikle 1535-1550 cm™ yakininda absorpsiyon

gostermektedirler.

Tiim kimyasal yapilar, titresimsel absorpsiyon bantlarina sahip olan kovalent
baglar icermektedirler. Bu nedenle, diger kromoformalarin cesitlilikleri,
katlanma/katlanmama calismalar siiresince proteinlerin, FTIR ile izlenmesine olanak
saglamaktadir. Bunlar, non-amid bolgelerinde amino asit yan zincirlerinin zayif
sinyallerini fosfat atiklari, hem gruplari, karbon monoksit ve oksijen igcermektedir.
Ayrica karbon monoksit ve oksijen gibi IR sinyallerine sahip olan ligandlar hem
guruplarin baglanirlar ve FTIR ile yaygin sekilde calisilmaktadirlar [77]. Bu baglarin
IR frekanslar ve siddetleri spektral olarak izole edilebildikleri, dlciilebildiklerinden
ve bunlarin spektral 6zellikleri protein konformasyonu i¢in duyarli olduklarindan

proteinlerin katlanma durumlarinin izlenmesinde kullanilabilmektedirler [78].
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3. AMAC

Toxoplasma hem diinya {iilkelerini hem de iilkemizi cok yiiksek oranlarda
etkileyen bir parazittir. Diinyada ¢ok yaygin olarak goriilmesi, AIDS hastaliginin
yayginlagsmasit malign tiimor tedavilerinde immun sistemi baskilayict ilaglarin
kullanilmast ve organ nakli ameliyatlarinin yayginlasmasi toxoplasmosis
enfeksiyonuna dikkatleri cekmis ve 6nemini artirmistir [1,17]. Ayrica T. gondii besin
ve su kaynaklarini tehdit ettiginden dolayr B biyoterorizm ajani1 olarak kabul
edilmektedir. Hsp70, proteinlerin ii¢ boyutlu yapiya erismesini ve proteinlerin bu
yapilarint korumasini saglayan, tiirler arasinda evrensel olarak bulunan 6nemli bir
proteindir [79]. Stres durumunda proteinlerin dogal yapisinin korunmasini saglar. 7.
gondii konak hiicreyle etkilesime girdiginde her iki organizma da (hem konak hem
de parazit) strese girer. Bu stresle bas edebilmek i¢in de Hsp70’lerden yararlanirlar
ve bu adaptasyon siirecinde Hsp70’in hayati denecek kadar 6nemli rolii vardir. T.
gondii  Hsp70’in  Ozelliklerinin  bilinmesi bu parazitin fonksiyonelliginin
azaltilmasini, bu organizmanin sebep oldugu enfeksiyondan kaynaklanan can
kayiplarinin, sakatliklarin ve maddi hasarlarin yok edilmesini saglayacaktir. Konak¢i
hiicrelerin enfeksiyona kars1 kendi Hsp70’lerini eksprese etmeleri ve T.gondii’nin bu
metabolik strese kendi Hsp70’leri ile nasil karsilik vereceginin belirlenmesi, terapi ve

immunizasyon i¢in onemli bilgiler olusturacaktir.

Bu amacgla bu calismada oOncelikle 7. gondii’nin RH susundan Hsp70’in
izolasyonu yapilacaktir. TgHsp70’in primer yapisi tespit edilip, énce cDNA eldesi,
daha sonra PCR ile ¢ogaltma yapilarak, klonlama islemleri sonrasinda ekspresyon
vektoriine yerlestirilecektir. Laboratuarda bulunan reginelerle protein saflastirilacak,
proteinlerin farki stres ve niikleotid ortaminda ikincil yapilarinda nasil bir
degisim/dayaniklilik gosterecekleri incelenecektir. Lusiferaz substrat protein olarak
kullanmilip, Hsp70’in agregatlar1 ¢6zme dereceleri liiminesans sinyal ile
hesaplanacaktir. Saflastirllan protein c¢ozeltileri ATPaz aktivitesini belirlemek
amaciyla ATPaz reaksiyonu sonucunda substrat olan ATP’nin, ADP ve inorganik
fosfata (Pi) parcalanmasiyla agiga cikan Pi kolorimetrik olarak molibdat

coktiirmesiyle belirlenecektir. Daha sonra saflastirilan protein ¢ozeltilerinin ADP
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varliginda ve yoklugunda florimetrik deneylerle denatiirasyon egrileri olusturulup
Gibbs enerjileri hesaplanacaktir. Ayrica FTIR ile Hsp70’in farkli niikleotidler ve

ikincil yapi tayinleri yapilacaktir.
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4. MATERYAL-METOD

4.1 Deneylerin Yapildig: Yer ve Tarih

Bu calisma Cumhuriyet Universitesinde Dog¢. Dr. Yusuf Tutar’in

laboratuarinda Subat 2012- Aralik 2012 tarihleri arasinda yapilmistir.

4.2 Kullanilan Malzemeler

Total RNA izolasyon kiti, cDNA izolasyon kiti, 50 6rneklik sus ( 7. gondii )
PCR purification kiti (50), Agaroz jel ekstraksiyon kiti (50), Tag polimeraz 20 adet,
dNTP 4 adet, DNA ladder, agaroz, PCR tiipi, 1,5 mL lik ependorf, etanol,
Ekspresyon vektorii, subklonlama vektorii, DHS o ve BL21DE3 kompedan hiicre,
EtBr.

4.3 Kullanilan Cihazlar

Deneyde gradient PCR (Thermo Scientific), FPLC (AKTA FPLC),
spektroflorimetre (Shimadzu RF5301), Fourier Doniisiimlii IR Spektrofotometresi
(FTIR) (Nicolet—520), calkalamali karistirici (Selecta), pH metre (Orion 250 A),
manyetik karistirici, mikrosantrifiij (sigma), santrifiij (eppendorf ) analitik terazi
(Gec avery), otomatik pipet (Gilson), 6zel cam kolonlar, fraksiyon toplayici,
peristaltik pompalar (Pharmacia Biotech), otoklav (niive), elektroforez cihazlar
(Labnet Inter national, Inc. Edison, Nj, USA Model power station 300-220V), beat-

beater (Hamilton Beach) ve vortexler (Fisons Whirlit Mixer) kullanildi.

4.4 Toxoplasma Gondii Susunun Eldesi

T. gondii RH susu Ankara Refik Saydam Hifzissthha Merkezinden alindi. 7.
gondii trofozoitleri Ankara Refik Saydam Hifzissihha Merkezinde siirekli olarak fare
pasaj1 ile canli tutulmaktadir. Sus olarak istendiginde parazit sayist 10’/ 1 mL olacak
sekilde 1 mL verilmektedir. Bu sus Pazartesi, Carsamba ve Cuma giinleri randevu ile
temin edilmekte ve temin edilen susun 24 saat i¢cinde, karanlikta ve soguk zincir (+4

°C) kurallarina uyularak taginmasi gerekmektedir.
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4.5 T. Gondii’den Total RNA Eldesi

Total RNA bir organizmada bulunan tiim RNA’larin izole edilmesidir. Total
RNA eldesinden sonra cDNA elde edebilmek icin mRNA’larin ayristirilmasi gerekir.
Okaryotlarda mRNA’larin izolasyonu i¢in poliA kuyrugu kullanilir. RNA izolasyonu

4 asamada gerceklestirilir:
1. Hiicrelerin par¢alanmasi
2. Niikleoproteinlerin denatiirasyonu
3. Hiicre kaynakli riboniikleazlarin inaktivasyonu
4. RNA’nin ortamdaki DNA ve proteinlerden ayrilmasi

Riboniikleazlarin inaktivasyonu zordur. En Onemli riboniikleaz kaynaklari
havadaki kiifler ve kullanicinin elleridir. Bu nedenle izolasyon sirasinda
sterilizasyona cok dikkat edilmeli, izolasyondan hemen sonra RNA’lar hizli sekilde -

80 °C’de derin dondurucuya kaldirilmalidir.

Total RNA eldesi i¢in Roch firmasinin High Pure Total RNA izolasyon kiti

kullamildi. Izolasyon basamaklar1 sunlardir:

-Toxoplasma gondii susundan 200 puL alinarak, tizerine 200 pL. PBS ve 400

pL parcalama tamponu eklendi ve vortex yapildi.

-Filtre tiipi toplama tiipline takilarak, ornek iizerine maksimum 700 pL

olacak sekilde pipetle eklendi.

-10.000 rpm de 15 s santrifiij yapildi. Alttaki toplama tiipii atildi, yeni
toplama tiipii takildi.

-Ayn bir steril 1.5 mL tiipe 90 puL DNA pargalama kiti ve 10 uL. DNase 1
eklendi ve giizelce karistirildi. Bu yeni karisim filtre tiipiiniin {izerine eklendi ve 15

dakika oda 1sisinda bekletildi.

- Uzerine 500 pL yikama tamponu 1 eklendi. 10.000 rpm de 15 s
santrifiijlendi. Alttaki toplama tiipii atildi, yeni toplama tiipii takildi.

44



-Bunun iizerine 500 pL yikama tamponu 2 eklenerek, 10.000 rpm de 15 s
santrifiijlendi. Tekrar yeni toplama tiipii takilarak, 200 pL yikama tamponu 2 eklendi

ve maksimum hizda 2 dakika santrifiijlendi.

-Toplama tiipii atilarak, yeni toplama tiipii takildi ve RNA’y1 elde etmek i¢in
75 pL Eliisyon Buffer eklenerek 10.000 rpm de 1dakika santrifiijlendi. Alttaki ¢cozelti
RNA’dir. RNA cabuk bozulan bir molekiil oldugu icin hizli bir sekilde -80 °C’ye
kaldirildi.

4.6 cDNA Sentezi

Bir Onceki basamakta elde ettigimiz mRNA stabil olmadigindan, DNA’ya
cevrilmesi gerekir. mRNA’nin, cDNA’ya ¢evrilmesine ters transkripsiyon (Reverse
Transcription) veya cDNA sentezi (cDNA Synthesis) adi verilir. Bu islemi
gerceklestiren enzim ise ters transkriptaz (Reverse Transcriptase) olarak tanimlanir.
Ters transkriptaz RNA viruslarinda bulunmustur. Ters transkriptaz mRNA’nin, poli-
T kuyrugu olan bir primer kullanarak DNA kopyasi ¢ikarir. Bu kopya, cDNA’nin
ilk zinciridir. Reaksiyon sonucu ortamda RNA-DNA melez molekiilii bulunur. Ters
transkriptaz enzimlerinin RNAaz aktivitesi ile mRNA zinciri uzaklastirilir. Tek
iplikli DNA molekiilii 3’ ucundan kendi iizerine katlanarak “Loop” primer olusturur.
Sac tokast “Hairpin” yapisinin 3 ucundan ikinci zincir sentezlenir. S1 nukleaz sag

tokas1 yapisimi ortadan kaldirir. Sematik gosterimi Sekil 4.1°de verilmistir: [80]
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5' AAAAA 3 mMRNA

1 Cigo-dT primer
5' AAAAA 3' mRNA
~TTTTIT 5
1 Geri Transkriptaz Frimer
5' AAAAA  MRMNA
a TTTTT DMNA
lmRNA'nm uzaklastirilmas)
3 TTTTT
l Sag tokasi yapizinin alugmaszi
3
S— TTTTT
l brMA Palimeraz
< ——TTTTT
-
l Sag tokasi yapisinin uzaklagtiriimas)

Cift iplikli cDMNA

Sekil 4.1 cDNA sentezi

mRNA’dan cDNA elde etmek icin Transcriptor First Strand cDNA sentez
kiti kullanild1. izlenen basamaklar asagidaki gibidir:

_ 5 uL total RNA, 1 pL oligo-dT ve 7 uL su alinarak ependorf tiipiine kondu.
Toplam hacim 13 pL. olmalidir. Bu karistm PCR cihazina konularak 65 °C de 15
dakika bekletildi.

- PCR’dan ¢ikan 6rnek hemen buza kondu. Ay bir ependorf alinarak 4 pL.
5X reaksiyon tamponu, 0,5 uLL RNase inhibitor, 2 pL. ANTP miks ve 0,5 pL. enzim
alindi, hafif santrifiij yapilip bir onceki basamakta hazirlanan cozeltinin iizerine
eklenerek cok hizli bir sekilde PCR’a konuldu. PCR’da 55 °C de 30 dakika, 85 °C’ de
5 dakika daha bekletildikten sonra ¢ DNA sentezi tamamlanmis oldu. PCR’dan ¢ikan

ornegimiz hemen buza konarak tepkime durduruldu. Ornek +4 °C’ ye kaldirildi. (+4
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°C’de 1-2 hafta giivenle saklanabilir, uzun siire saklanacaksa -20 °C’ye
kaldirilmalidir, reaksiyon tiiplerinde karisimlar hazirlanirken en son enzimler

konulmalidir.)

4.7 Primer Dizaym

Elde ettigimiz cDNA’lardan Hsp70’in gen bolgesinin ¢cogaltilmasi i¢in uygun
primerlerin dizayn edilmesi gereklidir. Bunun icin 7. gondii'nin genom veri
tabanindan (http://www.ToxoDB.org/) daha once belirlenen protein dizilerinden
biyoinformatik teknikler kullanilarak Hsp70’e ait gen bolgeleri karsilastirildi ve

primerler belirlendi:
Ileri (forward) Primer
5° CACCATGGCGGACTCTCCTGCTGTG 3’
Geri (reverse) Primer
5° ATCAACTTCCTCCACGGT 3’

Primerlerin dizayninda pET161 vektorii icin, forward primerin 5° ucuna
CACC bazlan eklendi, reverse primerde ise stop kodonu ¢ikarilarak tersten yazildi,
reverse primerin 5’ ucunun CACC bazlarina komplementer olmamasina dikkat
edildi. Primer dizayn edilirken Invitrogen firmasina ait Champion™™ Pet Directional
Topo Expression Kit kullanict katalogundan yararlanildi. Primerin bu sekilde
tasarlanmasi, Hsp70 gen bolgesinin ¢ogaltilarak, vektore basarili bir sekilde

aktarilmasini sagladi.

4.8 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Ik kez 1985'de bilim diinyasina sunuldugundan itibaren polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR); hem arastirmada hem de klinik laboratuvarlarda tanida yeni bir
caigir agmistir. ABD'de Cetus sirketin'de calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve
Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmistir. DNA icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki
segment arasindaki 0zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan
tepkimelere verilen ortak bir isimdir. Metod basitce tiipte niikleik asitlerin uygun

kosullarda ¢ogaltilmasidir.
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PCR yonteminin gelismesinde en biiyiik katkiyr Taq Polimeraz enziminin
bulunmasi yapmistir, ¢iinkii bu enzim yiiksek sicakliklara dayanabilen tek enzimdir.
Bu enzim ilk olarak Yellowstone Milli Parkinda bir kaplicada yasayan termofilik bir

bakteriden izole edilmistir. PCR temelde ii¢ asamadan olusmustur:

1- DNA Zincirinin A¢ilmast (Denaturasyon): Kalip DNA (template DNA),
92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak c¢ift sarmal yapidaki DNA iplikcikleri birbirlerinden

ayrilmaktadir.

2- Primerlerin Acilan DNA Zincirine Baglanmasi (Annealing): Reaksiyon
sicakliginin, 37-65 °C’ye disiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin acilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi islemidir. Bu

islem, iiretilecek baz uzunluguna bagl olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir.

3- Primer Uzamasi (Primer Extension): DNA zincirleri iizerine yapisan
primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir.
Taq DNA polymerase 72 °C sicaklikta daha iyi calistig1 icin genel olarak tiim

cogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir.

Bu {i¢ basamaktan olusan islem 25 ile 40 defa tekrar edilerek milyonlarca

yeni DNA parc¢acigi cogaltilir. Bu islemler Sekil 4.2°de gorsellestirilmistir [80,81].
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PCR

TT T T T T T TR E N T LR RS R RN T PN T
L T I A A O O

Klonlanacak Bélge

Orjinal DNA
: Sicaklikla Denaturasyon

Primerler ; III]IIIIII.I!JIII_Il

Taq polimeraz i W
0 Baglanan pri!ler

3
o
A

: !Primeruzamam
Lot iannl

Sicaklikla i —
Denaturasyon g

Sekil 4.2 PCR stratejisi [81]

PCR’1in gelistirilmesi, molekiiler teknolojinin ve kullanim alaninin
genislemesine yol a¢cmistir. Molekiiler bir test olan PCR, yaygin olarak tibbi ve
biyolojik arastirma laboratuvarlarinda kullanilmaktadir ve baslica kullanim alanlar

su sekilde siralanabilir:
- Kalitsal hastaliklarin tanisi
- Prenatal tam
- Klinik 6rneklerde patojen mikroorganizmalarin tespiti
- Adli tipta 0rneklerin genetik tiplendirilmesi
- Onkogenezisin arastirilmasi
- Prob'larin olusturulmasi, klonlama, gen ekspresyon arastirmalari,
- DNA dizi analizi ve DNA haritalamasi, fazla miktarda DNA Orneklerinin

olusturulmasi
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Bilinmeyen dizilerin tayini

Gegmiste ¢ok eski yillara ait DNA'nin incelenmesi ve evrimin aydinlanmasi

Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm (RFLP) analizi

DNA protein interaksiyonunun arastirilmasi (footprinting)

PCR reaksiyon karisimi (master mix) i¢in gerekli olan malzemeler; kalip
DNA, deoksiniikleotid trifosfatlar (dNTP), primer cifti, Taqg DNA polimeraz,
magnezyum kloriir (MgCl,) , PCR buffer (tampon) ve distile sudur. PCR reaksiyon

karisim i¢in gerekli olan malzemeler -20 °C’de saklanmaktadir [82].

PCR, Fermantas kiti ile yapilmis olup, Cizelge 4.1’e gore karisimlar

olusturulmustur.
Cizelge 4.1 PCR Karigimlari
Kullanilan Maddeler Miktarlar

Template DNA (50-100 ng/ pL) SuL

10X Buffer 2,5 uL
d NTP miks (her biri 2,5 M) 2,5 uL
MgCl, (25mM) 1,5 uL
Forward primer (10 pmol) 1 ul

Reverse primer (10 pmol) 1 ul

Taq polimeraz (5 u/uL) 0.5 L
dd H,O 11 L

Total 25 pLL
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Sicakhik/Siire Safha Dongii Sayisi

95 °C 5 dakika On Denaturasyon -
95 °C 30s Denaturasyon -
57-60°C 45's Primerlerin Baglanmasi1 35 dongii
72°C 425 Uzama -
72 °C 7 dakika Son Uzama -

4.9 Amplifiye Edilen DNA’nin Tespiti

PCR sonras1 amplifiye isleminin gerceklesip gerceklesmediginin anlagilmasi
icin jel elektroforez yapildi. Bunun i¢in 50 mL 1X TAE (Tris, Asetat, EDTA)
icerisine 0,5 gr agaroz eklenerek, mikrodalga firinda misel goriintiisii kalmayana
kadar 1s1t1ld1, daha sonra sogumaya birakildi, hafifce soguyan jelin icerisine 15 pL
ethidium bromid eklenerek, taraklar1 yerlestirilmis olan tanka dokiildii. Yarim saat
donmasi beklendikten sonra taraklar cikarilarak, 6X yiikleme tamponundan 1 pL
alind1 ve tlizerine 5 pL PCR fiiriinii konarak kuyucuklara yiiklendi. Ayrica bir

kuyucuga da marker yiiklenerek, 120 voltda 1 saat yiiriitiildii.

4.10 Cogaltilan DNA’nmin pET 161 Ekspresyon Vektoriine Aktarimi

Klonlamada ekspresyon vektoriiniin kullanilmasi, klonlamanin dogrudan
yapilmasin1 saglamaktadir. Diger vektor tiplerinde oldugu gibi restriksiyon
enzimlerine, ligazlara gerek kalmaz. Klonlama, topoizomerazin DNA ¢ift sarmalini
asir1 torsiyondan korumak amaciyla CCCTT niikleotid dizisinden kesmesi ve tekrar

birlestirmesi esasina dayanir. Sekil 4.3’te bu durum gorsellestirilmistir:
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topoizomeraz

Lo ?

———CCCTT CACC ATG WMM -— --- --- HNH ARG GG————
———GGGARGTGGE—"GTGG TAC HMN ——— —-- --- NNN TTC CC-——-
PCR iiriinii |
uzanti-overhang ﬁ
@0
{ topoizomeraz
————-CCCTTCACC ATG MMHN --- --- --- HMN AAG GG- ———
----GGGAAGTGG TAC NNN -—- --- ——— NNN TTC CC- ———
&
&

Sekil 4.3 Topoizomeraz’in ¢alisma prensibi [83]

CCCTT niikleotid bolgesinden vektorii kesen topoizomeraz, 5’ ucuna CACC
niikleotidi eklenmis PCR fiiriiniinii vektore baglayarak, herhangi bir ekstra
restriksiyon ya da ligasyon islemine gerek kalmadan klonlanacak geni vektore
aktarir. Vektor 5861 bp tasir ve iizerinde klonlamadan sonra rekombinant olan
vektorlerin secilimine izin verecek ampisilin diren¢ geni ve yine klonlanan genin

ekspresyonunun gerceklesmesini saglayacak T7 promoter bolgeleri tasir.

17 g 520 | wos PN wvm [oo: T 5 croa Lumiontag oxove 7 e
t7oe0

PET161/GW/
D-TOPO”

Sekil 4.4 pET 161 vektor haritas: [83]
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PCR’da cogaltilan ve jel elektroforezi ile dogrulanan gen bolgesinin vektore
aktarimi icin pET161 ekspresyon vektorii kullamildi. Aktarim yapilirken Oncelikle
TOPO klonlama reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu karisimda PCR {iriinii ile vektoriin
0.5:1 ile 2:1 oraninda bulunmasina dikkat edildi. Reaksiyon, asagidaki protokole
gore hazirlanarak, hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkube edildi.

Boylece PCR iiriinii vektore klonlanmis oldu.

Cizelge 4.2 Klonlama protokolii
Kullanilan Maddeler Miktarlar

Taze PCR iiriini 0,5-4 ul
Tuz soliisyonu 1 ul
Steril su Sul
TOPO vektor 1wl
Total hacim 6 ul

4.11 Ekspresyon Vektoriiniin Kompedan E.coli Hiicrelerine Aktarim

Transformasyon islemi icin 42 °C su banyosu, 37 °C inkiibator, LB plate (100
ug/mL amfisilin), oda sicakligina getirilmis S.O.C ve kompedan E.coli hiicrelerinin
buzda ¢ozdiiriilmesi gerekmektedir. Hazirliklar tamamlandiktan sonra 3 pLL Topo
klonlama reaksiyon karisimi ve bir tiip E.coli karistirildi. Buzda 5-10 dakika inkiibe
edildikten sonra 42 °C su banyosunda 30 s bekletildi ve hemen buza kondu.
Buzdayken iizerine 250 ul. SOC eklenip, 37 °C de 1 saat 200 rpm c¢alkalamali
inkiibatore yatay sekilde kondu. Bir saatin sonunda 100-200 pL alinip LB plate’e
yayilarak bir gece 37 °Cde inkiibasyona birakildi.

4.12 LB Besiyeri ve Plate Hazirlanmasi

Kompedan E.coli hiicrelerinin ¢cogaltilmasi i¢in LB besiyeri hazirlandi. Her 1
L i¢in 10 g tripton, 5 g maya ve 10 g NaCl, 950 mL suda ¢ozdiiriildii ve pH’1 NaOH

ile 7.0 ayarland1 ve iizerine 15 g agar eklenerek 1L’ye tamamlandi. Otoklavda 20

53



dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda otoklavdan cikarilarak sicakligin yaklasik 55
°C’ye ulasmas1 beklendi ve icerisine 100 pg/mL amfisilin eklenerek platelere

dokiildii. Inkiibatorde bir gece bekletildi.

4.13 Protein Saflastirilmasi ve Yap1 Tayinleri

Protein saflagtirmasi, karmasik bir karisimdan tek bir tip proteini izole etmek
icin izlenen bir seri siiregtir. Ilgi duyulan bir proteinin islevi, yapisi ve diger
proteinlerle etkilesiminin karakterizasyonu icin protein saflagtirmasi sarttir.
Baslangic malzemesi genelde bir biyolojik doku veya mikrobiyal Kkiiltiirdiir.
Saflastirma siirecinin ¢esitli adimlar1 sonucunda, protein icinde bulundugu ortamdan
kurtarilir, karisimda bulunan protein ve protein olmayan kisimlar birbirinden ayrilir
ve sonunda istenen protein tiim diger proteinlerden ayristirilir. Bir proteinin diger
tim proteinlerden ayristirmak, protein saflastirmasinin en zahmetli yanmidir.
Ayristirma adimlarinda proteinlerdeki biiyiikliik, fizikokimyasal 6zellikler, baglanma

affinitesi ve biyolojik etkinlik gibi unsurlardaki farkliliklardan yararlanilir.

4.13.1 Kiiciik ve Biiyiikk Hacimde Kiiltiir Hazirlanmasi

10 mL LB hazirlanip otoklavlandi. Yaklasik 55 °C’ye kadar sicakligin
diigsmesi beklendikten sonra 10 pL amfisilin (50 mg/mL) eklenip, icine bir miktar
daha once platelere ekilen transformat hiicre, steril kiirdan yardimiyla konulduktan
sonra 37 °C’de bir gece ¢alkalandi. Ertesi giin sisede bulanma goriildii. Bulanma bize
hiicrelerin uygun sekilde ¢ogaldigin1 gosterdi. Ayr bir kapta 1L LB hazirlanip,
otoklava kondu. Biraz soguduktan sonra 1 mL amfisilin (50 mg/mL) eklendi ve
kiiciik kiiltiirde biiyiiyen hiicreler iizerine eklendi. O.Dsso = 0.6-0.7 olana kadar 37
°C de calkalandi. Optik dansitede 0.6-0.7 degerinin yakalanmasi hiicrelerin 6liim
fazina ge¢gmeden, en yiliksek verimde iiredikleri donemin yakalanmasi acisindan
onemlidir. Aksi halde kiiltiir biraz daha bekletilirse hiicreler 6liim fazina gececek bu
da istedigimiz proteinin verimini diisiirecektir. Bu degere ulasildigi zaman 1L icin 2
mL IPTG (0.1 M) eklenip 37 °C de 4-5 saat daha calkalandi. Biiyiiyen hiicreler 5000
rpm de 10 dakika 4 °C de santrifiijlendi. Santrifiij sonunda dipte kalan pelet plazmiti

tasiyan hiicrelerdir. Bu hiicreler -20 °C de donduruldu.
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4.13.2 Hiicrelerin Parcalanmasi

Donmus haldeki hiicrelerin ¢oziilmesi i¢in iizerlerine 1 mL. NSB (no salt
buffer-100 mL 0,5M Na3;PO,4, 4 mL EDTA, 50 mL gliserol, 1L su, pH 7) eklenerek,
pipetajla hiicrelerin tamamen c¢oziilmesi saglandi. Bu karisgtmdan 50 pl alinip
ependorf tiipiine konarak, 15000 rpm de 5 dakika santrifiijlendi. Siv1 kisim atilarak
iizerine 200 pLSDS konuldu ve vortekslendi. Sicakligi 70 °C olan su banyosunda 10
dakika bekletildi. Tekrar maksimum hizda 10 dakika santrifiijlendi ve SDS PAGE
analizi i¢in hazirlandi. (Amag¢ kolondan saflastirma yapilmadan ©nce proteinin

dogrulanmasidir).
4.13.3 SDS PAGE Analizi

Jelin hazirlanmasi:

SDS-PAGE jeli hazirlanmadan 6nce, camlar1 su ve deterjan yardimiyla
temizlendi. Yiizeyinde hic¢bir kalint1 kalmamasi i¢cin % 70’lik alkol ile silindi. Daha
sonra BIORAD Miniprotein dikey elektroforez sistemi kuruldu. Ayirma jeli (%
10’luk separating gel) hazirlanarak camlarin arasina 1 mL’lik pipet aracilifiyla,
yukaridan 2 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii ve herhangi bir kabarcik olusumunun
Oonlenmesi ve diiz bir zemin elde edilebilmesi i¢in iizerine bir miktar suya doygun
biitanol eklendi. Ayirma jelinin polimerize olmasi icin yaklasik yarim saat
beklendikten sonra iist jel (% 4’liik stacking jel) hazirlandi. Suya doygun biitanol
distile su ile yikandiktan sonra, camlarin arasindaki su kalintilar1 kurutma kagidi
kullanilarak alindi ve iist jel camlarin arasina dokiildii. Hemen taraklar yerlestirildi

ve yaklasik yarim saat jelin donmasi beklendi. Taraklar dikkatlice ¢ikarildi.

Kuyucuklar distile su ile yikanarak temizlendi. Cam tabakalar igerisinde
polimerize olmus jel tank icerisine yerlestirildi ve tank yaklasik 3 cm yiikseklige
kadar 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu (6 gr Tris, 28.8 gr Glisin, 0.2 gr SDS ve 2
L’ye kadar su) ile dolduruldu
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Cizelge 4.3 Jellerin hazirlanmasi

Alt Jel (Ayirma Jeli)

4 mL distile su

2.50 mL 1,5 M Tris pH 8.8
3.34 mL % 30 Akrilamid
100 pL % 10 SDS

50 uL % 10 APS

10 pL TEMED

Ust Jel ( Sikilastirma Jeli)
3 mL distile su

1.25 mL 0.5M Tris pH 6.8
650 pLL % 30 Akrilamid

25 ul. % 10 APS

50 uL % 10 SDS

12 pL TEMED

Orneklerin yiiklenmesi:

Ependorf tiiplerine SDS-PAGE icin ayrilmig protein 6rnekleri,
50 pL 6rnek + 50 pL 2X yiikleme tamponu

50 L BSA + 50 M1 2X yiikleme tamponu

olacak sekilde hazirlanip kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme tamponu, 1 mL 0.5
M Tris, 1 mL % 10 SDS, 0.5 mL B-merkaptoetanol, ImL gliserol, 0.0065 gr EDTA,

0.0004 gr bromfenol mavisi ve 10 mL’ye ulasacak kadar su icermektedir.

Ornekler kuyucuklara yerlestirildikten sonra jel 150-180 volt arasinda bir
voltaj secilerek yaklasik 45 dakika yiiriitiildii.

Proteinlerin jel iizerinde goriiniir hale gelmesi-jelin boyanmasu:

Elektroforez bittikten sonra jel sistem iizerinden dikkatlice ¢ikarildi. Ardindan
jel boyama cozeltisinin icerisine konularak, calkalayicida iyice boyanana kadar
bekletildi. Boyama isleminden sonra jel aritma g¢ozeltisinde bir siire bekletildi ve
bantlarin en iyi goriildiigii noktada distile su ile 1slatilmis Whatman kagidi iizerinde,

jelatin film ile sarilarak 80 °C’ta 1,5 saat siireyle kurutuldu.
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Boyama cozeltisi: 200 mL Metanol, 50 mL Asetik asit, 0.5 gr % 0.25’lik

Coomassie blue ve 250 mL distile su

Aritma ¢ozeltisi: 200 mL Metanol, 50 mL Asetik asit ve 250 mL distile su

4.13.4 Hiicrelerin Parcalanmasi

LB besiyerinde biiyiitiilen hiicreler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edidi ve
elde edilen ¢okelek pargalama islemi i¢in hazirlandi. Cokelek ¢’ Breaking Buffer’’ (50
mM Tris pH: 6,8, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA ve %S5 gliserol.) ¢cozeltisi ile ¢coziilerek
mekanik parcalayici’ya yerlestirildi. Parcalayiciya ¢ozelti konulduktan sonra
hiicreleri parcalamasi icin 0,5 mm’lik Zirconia/Silica Beads eklendi. Parcalayici 4 °C
de 3-5 dakika siiresince 1 dakika ara verilerek hiicreler parcalandi. Parcalama
tamamlandiktan sonra elde edilen ¢ozeltide proteinlerin yani sira hiicre duvari, hiicre
zar1, organeller, lipidler v.b. bulundurdugu icin 14000 rpm de 4 °Cde 10 dakika
santrifiij edilerek uzaklastirildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen ¢okelek atildi (hiicre
duvari, hiicre zari, organeller, lipidler v.b. iceren) ve cozelti (protein, DNA v.b

iceren) saflastirma islemi i¢in -24 °C de saklandi.

4.13.5 Hsp70 Proteininin Saflastirilmasi

Proteinler iic asamali saflastirma isleminden gecirildi ( DEAE, hidrofobik
kolon ve jel filtrasyonu). Alkolle siispansiyon halindeki recine santrifiij edilerek alkol
uzaklastirildi ve su ile yikanarak alkol ile suyun yer degistirmesi saglandi. Bu islem
iki kere daha tekrarlandi. Son olarak da regine iki kere miktarinin yaklasik ii¢ kati
kadar tamponla yikandi ve tekrar tamponla siispansiyon olusturularak kolana
yiiklendi. Parcalanmis protein ¢ozeltisi kolona yiiklendi. Recinenin proteini tamamen
tutmasi i¢in protein cozeltisi iki kere kolona yiiklendi. Fraksiyon toplayic1 ve
Peristaltik pompa da diizenege yerlestirildi. Degisik derisimlerde tuz ¢ozeltileri (100
mM-600 mM) hazirlanarak bir tuz gradienti olusturmak i¢in kolandan gecirildi. Bu
sekilde proteinlerin ayrilmasi ve kolondan siyrilmasi saglandi. Fraksiyon toplayici ile
kolondan ornekler toplandi. Birbirinden ayrilmis proteinler kolondan farkl
zamanlarda ¢iktigindan karisim halinde bulunan proteinler birbirinden ayrilmis oldu.

Fraksiyon toplayici ile ayrilmis olan protein drnekleri UV- spektroskopisinde 280 nm
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dalga boyunda absorbsiyonlar1 okundu. Yiiksek degerli pikler veren fraksiyonlar

poliakrilamid jele yiiklendi (SDS-PAGE).

4.13.6 Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile 7. gondii
Hsp70’inin Yap1 Analizi

Elde edilen protein ¢ozeltisi, hazirlanan peletlerin (0,1 g Potasyum Bromiir
(KBr) havanda doviildii uygun presleme kabina almarak 10 bar’lik basing altinda
preslendi) iizerine damlatilarak FTIR spektroskopisinde Amid-I bolgesinde (1700-
1600 cm™) spektrumu alindi. Bu yolla Hsp70 proteininin Amid-I bdlgesinde
spektrumlar1 alindi. Protein i¢in 1,8 M’lik ATP ve 0,95 M’lik ADP varliginda bu

deneyler tekrarlandi.

Referans proteinler tiimii ile a-heliks, tiimii ile B-yaprak ve karma yapilardan
olusmaktadirlar. FTIR sinyali proteindeki kromofor bandlarinin ¢akismasi sonucunda
tek bir absorpsiyon bandi verdiginden dolayr ikincil yapilarin verdigi sinyaller

niimerik analiz ile belirlendi ve proteinin apo ve holo halleri karsilastirildi [25].

4.13.7 TgHsp70 Proteinlerinin Florimetre Spektroskopisi ile Deneturasyon

Deneyleri

Saflastirilarak elde edilen proteine 6 M’lik iire ¢6zeltisi eklendi. Florimetrede
290 nm’de uyarilarak 300-500 floresans araliinda ve 5-5 nm yarik aralifinda
emisyon spektrumu alindi. Daha sonra bu cozeltilere 1.8 M’lik ATP (adenozin tri
fosfat) ve 0.95 M’lik ADP (adenozin di fosfat) eklenip ayn1 parametreler kullanilarak
spektrumlar1 alindi. Elde edilen bu spektrumlardan en yiiksek floresans degerlerine
karsilik gelen 343 nm tespit edildi. Farkli iire ve niikleotit derisimlerinde proteinler
titre edilerek floresan degerleri elde edildi. Titrasyon egrisinden katlanmis /
katlanmamis protein oranlar tespit edilerek serbest enerji degerleri hesaplandi. Bu
degerler iire derisiminin sifir oldugu “y” eksenine ekstrapole edilerek proteinin

termodinamik kararlilig1 hesaplandi.
Fu= (YF-Y)/(YF-YU) FF = (Y-YU) /(YF-YU)
FF = Katlanmis (baslangigtaki) protein orani

FU = Katlanmamis (denature olmus) protein orani
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YF = Katlanmis proteinden kaynaklanan maksimum floresans
Y = Denaturasyon egrisinde herhangi bir nokta
Y U= Katlanmis proteinden kaynaklanan minimum floresans

Bu degerlerden asagidaki K (denge sabiti) her bir iire derisimi igin

hesaplandi.

K =FU/FF

Son olarak da hesaplanan K degerlerinden AG degerleri hesaplandi.

AG = -RTInK

Bu degerler x = 0 noktasina ekstrapole edilerek {iiresiz ¢ozeltideki proteinin
Gibbs serbest enerjisi hesaplandi.
4.13.8 Sondiirme (Quenching )

Hsp70 proteininde triptofan olmamasina ragmen alt1 tane tirozin kromoforu
vardir. Akrilamid ve potasyum iyodiir ile sondiirme yapilip farkli bolgelerde yer alan
bu kromoforlarin farkli kosullarda ne kadarinin proteinin i¢ine gémiiliip ne kadarinin
yiizeye ¢ikacagi hesaplandi ve yapisal degisiklikler tespit edildi. Ksv (Stern-Volmer)
degerleri olas1 konformasyonel degisikliklerde protein kromoforlarinin ¢evresindeki

degisimlerin bir gostergesidir.
Fy /F = 1+Ksv (Q)
» Fy= Protein floresansi
» F = Sondiiriicii eklendikten sonraki floresansi
» K = Sondiirme sabiti

» Q = Sondiiriicii derisimi  [25]

4.13.9 Lusiferaz Katlanma ve Termal Agregasyon Deneyleri

TgHsp70’in farkli sicakliklardaki agregasyon deneyleri yapildi. Deneyler
FPLC ile 321 nm de jel filtrasyon kolonu kullanilarak yapilmistir. Sonrasinda, 5

M’lik iire ¢ozeltisi hazirlandi. Ure ile denatiire edilen lusiferaz, ekstrakte edilen ve
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DEAE iyon degisim kromatografisi ile saflastirllan Hsp70’ler ile seyreltilerek
liisiferaz test ¢ozeltisinde renaturasyonu hesaplanmistir. Kor olarak Bovine Serum
Albumin (BSA) kullanilmistir. Liisiferaz kemiliiminesans o6zelligi oldugu icin
katlanma orani liiminometre (Biofix lumi-10 Macherey—Nagel luminometer) ile takip

edildi [32].
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5. BULGULAR

5.1 TgHsp70 Proteininin Klonlama Calismalar ve Saflastirilmasi

T. gondii strese baghh Hsp70 dizisi daha Once belirlenmis ve NCBI veri
tabanina yiiklenmistir. Stres olmayan ortamda Hsp70 transcripti (cognate form) elde
edilmesi icin 7. Gondii RH susu total RNA’s1 elde edildikten sonra cDNA’s1 elde
edilmistir (Roche). Daha sonra dizayn edilen dejenere primerler ile PCR yapilarak

Hsp70 elde edilmistir:

ATGGCGGACTCTCCTGCTGTGGGTATTGACCTTGGCACCACCTATTCT
TGCGTAGGTGTGTGGAAGAACGATGCTGTGGAAATCATCGCGAACGA
CCAGGTCCACAGGACGACCCCGTCCTACGTCGCGTTCACCGACACGG
AGAGACTTGTCGGTGATGCTGCGAAGAACCAAGTCGCACGCAACCCG
GAAAACACCATTTTCGATGCCAAGCGCCTAATCGGTCGCAAGTTTGAT
GATCCCTCGGTCCAGTCGGACATGAAGCATTGGCCATTCAAGGTCATT
GCTGGTCCGGGAGACAAGCCCCTCATTGAAGTCACGTACCAGGGAGA
GAAGAAGACGTTCCACCCTGAAGAGGTTTCCGCCATGGTTTTGGGCA
AAATGAAGGAAATCGCGGAGGCTTACCTCGGCAAGGAAGTGAAGGA
GGCCGTCATTACCGTTCCTGCGTACTTCAACGATTCGCAGCGTCAGGC
TACCAAGGATGCTGGTACTATTGCCGGCCTCAGCGTCCTCCGCATTAT
CAACGAGCCCACAGCGGCTGCCATTGCTTATGGTCTGGACAAGAAGG
GCTGCGGTGAGATGAACGTCCTCATCTTCGACATGGGTGGCGGTACGT
TCGATGTGTCGCTGCTTACAATCGAAGACGGTATCTTTGAAGTCAAGG
CCACCGCTGGTGACACCCATCTTGGTGGTGAAGATTTCGACAACCGTT
TGGTGGACTTCTGCGTCCAGGACTTCAAGCGCAAGAACCGCGGAAAG
GACATCAGCACCAACAGCCGTGCCCTTCGTCGCCTGCGTACTCAGTGC
TGGCGCACCAAGAGAACTCTCTCTAGCAGCACTCAGGCAACCATCGA
AATTGACTCTCTTTTTGAGGGCATTGACTACTCTGTGTCTATCTCTCGT
GCGCGCTTTGAGGAGCTTTGCATGGACTACTTCCGCAACTCCCTGTTG
CCCGTCGAGAAGGTCCTCAAGGACTCTGGTATTGACAAGCGCTCGGT
CAGCGAAGTTGTGTTGGTTGGTGGATCTACCCGTATCCCCAAGATTCA
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GCAGCTCATCACTGACTTCTTCAACGGAAAGGAGCCGTGCAGGTCGA
TCAACCCCGATGAGGCCGTTGCGTACGGTGCTGCTGTCCAGGCACCG
ATCTTGAAGGGAGTTACCAGCTCTCAGGTGCAGGATTTGCTTCTTCTG
GATGTTGCGCCTCTCTCTCTCGGTCTGGAGACAGCTGGTGGTGTCATG
ACCAAGCTGATTGAAAGAAACACAACGATCCCGACCAAGAAGTCTCA
GACCTTCACCACGTACGCGGACAACCAGCCAGGAGTGCTGATTCAGG
TGTACGAAGGTGAGCGTGCGATGACCAAAGACAACAACCTCCTGGGC
AAATTCCACCTGGATGGTATCCCCCCCGCCCCCCGTGGTGTCCCCCAA
ATCGAAGTCACTTTCGATATCGACGCTAACGGTATCATGAACGTCACA
GCGCAAGACAAGTCCACCGGAAAGAGCAACCAAATCACCATCACGTA
CGACAAGGGCCGCCTCAGTGCGTCCGAAATCGACCGCATGGTGCAAG
AGGCAGAGAAGTACAAAGCCGAAGACGAACAGAACAAGCACCGTGT
GGAGGCGAAGAATGGCCTGCTAAACTACTGCTACCACATGAGACAGA
CCTTGGATGACGAGAAGCTTAAGGACAAGATCTCCTCTGAGGACAGA
GACACTGCCAACAAGGCCATCCAGGAGGCCCTTGACTGGCTGGACAA
GAACCAACTAGCAGAGAAGGAGGAATTCGAGGCGAAGCAGAAGGAA
GTTGAGTCCGTCTGCACACCAATCATCACCAAGCTGTACCAGGCAGGT
GCGGCTGCAGGTGGCATGCCTGCCGGTATGGGCGGTATGCCTGGTGG
TATGGGCGGTATGCCTGGTGGTATGGGCGGTATGCCCGGCGGGATGG
GCGGTATGCTCGGTGCAGGCATGGGAGGCTCTGGCGGCCCCACCGTG
GAGGAAGTTGATTAA

Sekil 5.1 TgHsp70 RH susu dizisi
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Elde edilen diziden yola ¢ikilarak Hsp70’e uygun primerler dizayn edilmistir:

lleri primer  5°-CACC ATGGCGGACTCTCCTGCTGTG-3’
Geri primer 5’- ATCAACTTCCTCCACGGT-3
fleri primer 5’- CCIGCITA[T/C]TT[T/C]JAA[T/C]GA -3’
Geri primer 5’- GCIACIGCI[T/C]TC[A/G]TCIGG -3’

Sekil 5.2 Hsp70 primerleri

Primer dizaynindan sonra PCR yapilarak TgHsp70 PCR iiriinii elde edildi.
PCR iirtinii pET161 ekspresyon vektoriine aktarildi ve vektdr kompedan E. coli
hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon yapilan Escherichia coli hiicreleri LB
kiiltiirde c¢ogaltildi. Yeterince c¢ogalan hiicreler uygun sekilde parcalandi ve ii¢
asamal1 (DEAE, hidrofobik kolon ve jel filtrasyonu) saflastirma isleminden gecirildi.
Elde edilen protein orneklerinin UV-spektroskopisinde 280 nm dalga boyunda
absorbsiyonlar1 okunarak, yiiksek degerli pikler veren fraksiyonlarin son kez SDS-
PAGE ile safliklar1 kontrol edilip, sonraki biyokimyasal deneylere gecildi. Elde

edilen jel goriintiisii Sekil 5.3’te goriilmektedir:

Sekil 5.3 Hsp70 agaroz jel goriintiisii
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ey -

72 kDa ---

Sekil 5.4 TgHsp70 SDS-PAGE jel goriintiisii

5.2 TgHsp70 Proteininin Diger Tiirlerle Karsilastirilmasi

TgHsp70 proteini (AYKI1), Saccharomyces cerevisiae, Plasmodium
falciparum, Escherichia coli, Staphylococcus aureas tiirlerinde bulunan homologlari
ile karsilastirlldi ve motiflerinin ve domainlerinin biiyilkk oranda korundugu

belirlendi. Evrim boyunca Hsp’lerdeki korunmusluk orani ¢ok yiiksekligi Sekil 5.5°te

gosterilmisgtir:
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HSP 70 DIZILERININ EARSILASTIRILMAST

PFA MAEAKGCSEPNLEP----ESHNIATIGIDLGTTY SCVGVHRNENVD I :Ml"Q"'LIRT_']?S'I_".FT"_'_'-‘\LI"':uu-L
SCE M- FAVGIDLGTTYSCVAHFANDRVDI IRNDQCNRITRSEVAFTD
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Sekil 5.5 TgHsp70’in diger tiirlerdeki homologlari ile karsilastirilmasi
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NHOTE: PFA: Plasmodium falciparum
SCE: Saccharomyces cerevisiae
E.Col: Eacherichia coli
SAT: Staphylococcus aureus

AYK1l: Toxoplasma gondii
Sekil 5.6 TgHsp70’in diger tiirlerdeki homologlari ile karsilastirilmasi

Farkli tiirlerle yapilan karsilastirmalar sonucu, TgHsp70’inin modelleme

yapilarak iiciinciil yapis1 (Sekil 5.6) belirlendi.
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C terminal Domaini

Adenozin Baglama

Domaini “ Fosfat Baglama

Domaini

Sekil 5.7 Hsp70 proteininin (AYK1) modelleme ile bulunan iiciinciil yapisi

5.3 TgHsp70 FTIR Deneyleri

Proteinin ikincil yapilar1 amid bolgesinde 15181 absorbe ederler. Amid I
bolgesi (1690-1600 cm™) C=0 gerilimi ve Amid II (1575-1480 cm™) CN gerilimi,
NH egilimi ile absorpsiyona katki saglarlar. Proteinin ikincil yapilarinin absorbans
bantlar1 birbirleri ile Ortiisdiigi i¢in tek bir band olustursa da, matematiksel
hesaplarla absoprsiyon spektrumu kompenentlerine ayrilabilir. Proteinin ikincil
yapisina yapilan herhangi bir pertiirbasyon etki oncesi ve sonrasi ikincil yapi
yiizdeleri karsilastirilarak FTIR ile gosterilebilir. TgHsp70 proteinine ATP ve ADP
niikleotitleri baglandigi icin Amid I bantlar1 calisilarak konformasyonel degisimLer
gozlenmistir. ATP baglanmasi ile Hsp proteinlerinde B-tabakalarin a-sarmal ve coil
yapilaria cevrildikleri ve ikincil yapilarin yiizdelerinin degisimi hesaplanmistir. Bu
yiizdeler ADP baglanmas: ile apo yapisina yakin ikincil yapr yiizdeleri

vermektedirler.
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Spektrumlar Perkin-Elmer FTIR spektroskopi cihazi ile 1 cm’ rezoliisyonda ve
KBr peletlerinin iizerinde amid I bolgesinde oda sicakliginda calisilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda proteinler ile spektrumlar alinmis ve proteinler doteryumLu su
ile diyaliz edilmistir. Tampon c¢ozelti olarak pH: 7.4, 30 mM fosfat tamponu
kullanilmistir. Déteryum proteinlerin su bandindan gelen girisimLeri Onlemesini
saglamistir. ATP ve ADP konsantrasyonlart 2 mM’a ayarlanmistir. Spektrumlar
cihazin yazilimi ile smooth edilmis fakat normalize edilmemistir. Ikincil yap: tayini
icin referans protein olarak Hemoglobin (% 76 a-sarmal, % 13 B-tabaka, % 11
rasgele, % 0O B-doniisii), Conconavalin A (% 3 a-sarmal, % 44 B-tabaka, % 28
rasgele, % 25 B-doniisil), Lizozim (%36 a-sarmal, % 10 B-tabaka, % 19 rasgele, %
36 B-doniisii), Kimotripsin (% 11 a-sarmal, % 35 B-tabaka, % 30 rasgele, % 25 B-
doniisii) kullanilmastir.

Analizler niikleotid varliginda proteinlerin ikincil yapilarinda degisimler

oldugunu gostermistir.
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Sekil 5.8 Hsp70-Ayk1’in apo, ADP ve ATP varliginda FTIR spektrumlari

5.4 Denaturasyon

Protein kararlilig1 bir perturbant ile muamele edilip deney verileri perturbant
olmadig1 hale ekstrapole edilerek bulunur. Bu perturbant kimyasal ve sicaklik olarak
proteinin yapisini kademeli olarak denature eder. Lineer kisimlarda yapilan bu etki
sadece renature olabilen proteinler icin gecerlidir. Denaturasyon ¢alismalari
laboratuarda iire ile yapilip proteinin igsel floresan1 kullanilmistir. Hsp70 proteini

genelde renature olmadigi i¢in kararlili§i hesaplanamamistir. Hsp70 proteininin
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olduk¢a hidrofobik yapilarla etkilesen kisimlari oldugu icin muhtemelen denature
olan bu hidrofobik kisimlar renaturasyon isleminde katlanma yolunda farkli yollara

saptiklari icin renaturasyona devam edemezler.

Hsp70-Aykl renature olmadigr igin tipik sigmoidal denaturasyon egrisi
vermemistir. Benzer sekilde termal denaturasyon deneylerinde de renaturasyon

olmadig1 i¢cin Gibbs serbest enerjisi hesaplanamamugtir.

120 -

1040 4 »
80 - \

43' 3

katlanmis protein
»

20 4

[Ea]
31 1

0 1 2 3 4
(Ure)/M

Sekil 5.9 TgHsp70 denaturasyon egrisi

5.5 Floresan Deneyleri

Floresan spektrumlar: ile proteinlerin konformasyonel degisimleri intrinsic-
igsel kromoforlar1 kullanilarak niikleotit varliklarinda ve yokluklarinda takip
edilmistir. FTIR absorpsiyonundan farkli olarak ligand baglanmasi mavi ve
kirmiziya kayma ile konformasyonel degisimi gosterir. Hsp’lerde ATP ve ADP
baglanmasi 10-15 nm maviye kayma vermistir. Bu kayma konformasyonel degisimin

varligini gostermektedir.
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Proteinler 290 nm’de wuyaritlip 300-500 nm’de emisyon spektrumlari
alinmistir. Uyarma ve emisyon 15181 icin kullanilan yarik araligit 5 nm olup farkli
protein konsantrasyonlari denenmis ve benzer maviye kaymalar gozlenmistir.
Emisyon spektrumlari normalize edilmedigi icin niikleotit varliginda farkli floresan
siddeti vermektedirler. Fakat bu durum spektrumlardaki maviye kaymaya etkileri
olmadiklari i¢cin 6nemsizdir.

ATP/ADP ile 10 dakika inkiibe edilen Hsp’lerin spektrumlar1 bu siire
sonunda alinmis, apo yapinin spektrumuda bagil hata olmamasi1 i¢in benzer sekilde
10 dakika sonunda alinmastir.

Niikleotit bagli floresan degisimler konformasyonel degisimler igin bir
belirtecdir. Literatiirde de farkli organizmalarda izole edilen Hsp’lerde niikleotit
bagl degisimler oldugu 6ne siiriilmiistiir. Laboratuvarda yapilan FTIR ve Floresan

deneyleri bu gozlemleri desteklemektedir.
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Sekil 5.10 TgHsp70 proteininin ADP varligindaki (300-500 nm dalga boyunda)
floresan spektrumu
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5.6 Sondiirme

Sondiirme (quenching), bir 6rnegin floresan siddetini diisiiren isleme denir.
Sondiirmede bir dizi molekiiler etkilesim olusur. Bu etkilesimler uyarilmig hal
tepkimeleri, molekiiler diizenlemeler, enerji transferi, en diisiik enerji seviyesinde
kompleks olusumu ve carpismali sondiirmedir. Sondiirmede yansiyan 15181
engelleyen bir madde kullanilarak protein kromoforlarinin farkli ortamlarda ortaya
cikma dereceleri hesaplanir. Protein iizerindeki kromoforlarin c¢evresi degisirse
uyarildiklarinda emisyon siddetleri kromoforun aciga ¢ikma-protein igine
hapsolmasina gore artar veya azalir. Spektroskopik caligmalarda yaygin olan onemli
yontemerden biri kromoforlarin emisyon siddetlerinin quenching-sondiirme metodu
ile azaltilmasidir. Kromoforlarda meydana gelen degisimler (sicaklik-ligand bagh

degisim) bu metotla belirlenebilir.

FTIR ve Floresan deneylerine ilave yapilan bu deneyler ile protein
yizeyindeki kromoforlarin  konformasyonel degisim 1ile nasil degistigini
belirlemektir. Uciinciil yapis1 tahmini olarak bilinen proteinler ile hangi ikincil
yapinin ya da kromofor c¢evresinin degistigi belirlenebilmektedir. Niikleotit
varliginda tiim proteinlerin yapisinda bir degisim oldugu belirlenmistir. Apo ve

ADP’li hallerde hesaplanan Ky, degeri Ayk1 icin 0.375, 0.250; M dir.

oTgHsp70
Hsp70-Ayk1 _° *TgHsp70+ADP
.l -
] -
= *
kL o @ .
TH o .
[T
0 -
g o]
o
a I-Zl 241 -:lli -:llé 4] Il a5 0.6
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Sekil 5.11 TgHsp70 yapisinin ADP yokluguna ve varliginda sondiirme deneyleri.
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FTIR deneyleri proteinlerin ikincil yapilarinda belirgin bir degisme
olmadigin1  Onermistir. Yani konformasyonel degisimler globular yapida
gozlemlenebilir. Sondiirme deneylerinde niikleotit varliginda degisimin goriilmemesi
proteinlerin kat1 yiizey hareketi yaptiginin bir gostergesidir. Niikleotitler hidroliz
sonrast sinyali substrat baglanma {initesine iletmesi proteinde belirgin

konformasyonel degisim gostermeden olugmaktadir.

5.7 Agregasyon

TgHsp70’in farkli sicakliklardaki agregasyon deneyleri yapildi. Deneyler
FPLC ile 321 nm de jel filtrasyon kolonu kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 5.12 TgHsp70 agregasyon deneyi

5.8 TgHsp70 fonksiyon tayini-I

Hsp proteinlerinin en 6nemli fonksiyonlarindan birisi substrat proteinlerin
katlanmasina yardimecr olmaktir. Bu amacla ates bocegi proteini olan liisiferazi

denature edip katlanmasina Hsp’lerin etkisi ¢alisilmistir. Liisiferaz ATP hidrolizi ile
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1s1ma vermektedir (Sekil 5.12). Bu ozellik kullanilarak Hsp proteinlerinin protein

katlama derecesi indirekt olarak tayin edilmektedir.

Lusiferaz _— o=

HO S Nj/ COCH 0 S Nj/

—.—

N} {S + ATP + 02 Mo+ N; fS | + AMP + PF’i + C02 +Isik
g

Bocek Lusiferini Oksilusiferin

Sekil 5.13 Lusiferaz calisma prensibi

Asitle denatiire edilen lusiferaz (Promega), lusiferaz tamponu (Promega)
icerisinde seyreltilip Hsp proteinleri varliginda katlanmalar1 incelenmistir. Liisiferaz

kaynakli liiminesans Biofix lumi-10 Macherey—Nagel luminometre ile 6l¢iilmiistiir.

Lusiferaz aktivitesi

Zaman/dak.

Sekil 5.14 Kimyasal olarak denature olmus Liisiferazin farkli kosullarda tekrar
katlanmas1 ve Hsp40 ile Hsp70 proteinlerinin ATP igceren ortamda liisiferaz1 tekrar
katlamasi. Denature edilmemis liisiferazin liiminesansi 100, denature edilmis
lusiferazin liiminesans1 “0” olarak alinmistir. Kor; e, 1 uM Ayk1-Hsp70; m, Hsp40-
Gokl; ¢, Ayk1-Hsp70 + Hsp40 Gokl V¥, Aykl-Hsp70 + Hsp40 Gokl + ATPA.
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Denature olmus liisiferazin verdigi liiminesans goreceli az oldugu i¢in Hsp70
ve Hsp40 liisiferazin katlanmasina yardimecr olmus ve zaman icerisinde dogru
katlanmaya miiteakip liiminesansi artmis ve bir platoya erismistir. Sinyalin artmasi
Hsp70 ve Hsp40’in koordineli c¢alismasinda en fazla olmustur. Sinyal artima
liisiferazin dogru konformasyonu buldugunun indirek gostergesi oldugu i¢cin Hsp70-
Hsp40 kompleksinin ATP varliginda substrat proteinlerin dogru konformasyonu
bulmasina yardimci oldugu soylenebilir. Hsp proteinlerinin ayr1 ayr1 katlanmaya
yardimina bakildiginda koordineli oldugu komplekse gore daha az katlanmaya

yardim ettigi gozlemlenmektedir.

5.9 Hsp70 ve Hsp40’larin Fonksiyon Tayini-II

Hsp40 ve peptit Hsp70’in aktivitesini artirmaktadir. Bu amacla Hsp70’in
substrat protein katlama Olciisiiniin indirek gostergesi olan ATP hidrolizi rejeneratif
bir sistem ile dlciilmiistiir (2 mM fosfoenol piruvat, 0.2 mM NADH, 2 unite/mL
piruvat kinaz ve 10 unite/mL L-laktat dehidrojenaz, tavsan kasindan, Roche).
Hidrolize ATP piruvat kinaz ve fosfoenol piruvat tarafindan rejenere edilir. Piruvat
laktata, laktat dehidrogenaz ve NADH ile indirgenir. Bu reaksiyon 340 nm de
spektrofotometre ile takip edilmistir. Tampon ¢ozelti olarak 50 mM Tris-HCI, 100
mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH: 7.5 kullanilmistir.

50 4

40 4

30 1

20
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1 uM Gok1 3 uM Gok1 5 pM Gok1 5 uM Gok1
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Sekil 5.15 Farkli ortamlarda ATP hidrolizi. Peptit ve Hsp40’lar Hsp70 ATP
hidrolizini artirmaktadir. Hsp40 5 uM oldugunda Hsp70 hidrolizi en fazladir.

Hsp40 Hsp70’e J domaini ile baglanarak substrat proteinleri sunar. Bu
Hsp70’in aktivitesini artirmaktadir. Sekil 5.14 ’te goriildiigi tizere Hsp40 miktari

artis1t Hsp70 fonksiyonunu artirmaktadir.

6. TARTISMA ve SONUC

Hsp70’ler yeni sentezlenen ve denatiire olmus proteinlerin dogal hale
erismesine, proteinleri agrege olmalarini engellemeye, agregatlarin ¢oziiniirliigiine ve
hiicrede dogru katlanmayan proteinlerin degredasyonuna yardimci olmaktadirlar.
Hsp70 korunmus biiyiik bir saperon ailesini olusturmakla birlikte c¢esitli hiicresel
fonksiyonlarinin yaninda, polipeptitlerin kararli konformasyona erismesine yardimci

olmaktadirlar. Hiicre icin hayati Oneme sahip bu makromolekiiller peptitlere
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baglandiklari zaman ATP hidrolizlerini artirirlar ve peptidin {igiinciil yapisim

bulmasina yardim ederler. Ayn1 zamanda ATP hidrolizide peptide baglanmay: artirir.

Bu calismaya TgHsp70 proteininin saflastirilmasiyla  baslanmistir.
Saflagtirmadan once yapilan biyoinformatik ¢alismalar tiirler arasinda TgHsp70’in
evrim siiresince biiylik oranda korundugunu gostermektedir. Bu da canlilarin yasam

sansin1 artiran faktorleri uzun siireler muhafaza ettigini gostermektedir.

Protein yeterince saflastirildiktan sonra FT-IR deneyleri yapilarak proteinin
ikincil yapilar1 analiz edilmeye calisilmistir. Ikincil yapr tayini icin kullanilan
referans proteinler de dikkate alindiginda, FT-IR deneyleri sonucunda niikleotid
varliginda proteinlerin ikincil yapilarinda degisimler oldugu, fakat bu degisimlerin
cok az oranda oldugu tespit edildi. Bu da bizi konformasyonel degisimlerin ikincil

yapidan ziyade globiiler yapida gézlemlendigi sonucuna gotiirdii.

TgHsp70 deki ATPaz iinitesine niikleotidin baglanmas: ile bir sinyal
olusmakta ve bu sinyal substrat baglama domainine ulasarak, substratin katlanmasi
icin hidrofobik ortam olugmaktadir. Kromoforlarin sulu ortama ¢ikmasi ya da
proteinin icine gomiilmesi katlama mekanizmasinin igleyisi sirasinda protein
yiizeyindeki degisimlerin belirlenmesi agisindan Onemlidir. Bu amagla sondiirme
deneyleri, floresan ve FTIR deneylerini desteklemistir. Kromoforlara niikleotidin
etkisi oldukca kiigiiktiir. Konformasyonal degisim proteinlerin yiizeyinden ziyade
tiniteler arasi etkilesimle olmaktadir. Yani konformasyonel degisimler globiiler
yapida gozlemlenebilir. Sondiirme deneylerinde niikleotid varliginda degisim
goriilmemesi proteinlerin “rigid body movement” kati yiizey hareketi yaptiginin bir
gostergesidir. Niikleotid hidrolizi sonrasi, sinyalin substrat baglanma {initesine

iletilmesi proteinde belirgin konformasyonel degisim gostermeden olusmaktadir.

Denaturasyon deneylerinde iire ile denature edilen TgHsp70 proteini, tekrar
renature olmadigi i¢in kararliligt hesaplanamamistir. Renature olmama sebebi,
proteinimizin oldukca fazla oranda hidrofobik yapilarla etkilesime sahip olan
kistmLar icermesidir. Bu da renature olma yolunda farkli yollara sapmasina sebep

olabilmektedir.
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Termal agregasyon deneylerinde ise TgHsp70’in 39-40 °C’ye kadar agrege
olma oram diisiikken, bu derecelerden daha yiiksege c¢ikildiginda hizli bir sekilde
agregasyonun arttigr gozlenmistir. Lusiferaz katlama deneylerinde ise, TgHsp70’in
tek basinayken katlama oraminmin diisiik oldugu, katlamaya Hsp40 ve ATP
eklendiginde ise katlama oraninin ¢ok fazla arttign goriildii. Bu da bizi kosaper
onlarin ve ATP’nin varliginda yanlis katlanmis proteinlerin ¢ok daha hizli dogru

konformasyona ulastiklar1 sonucuna gotiirdii.
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