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2013, 83 sayfa

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

Acanthamoeba castellanii insanlarda ¢ogunlukla Graniilomatéz Amibik Ensefalit
(GAE) ve keratite sebep olan amip tlirtidiir. Parazit ve konak etkilesimleri sirasinda
konak strese girmekte ve bu stresle bas edebilmek i¢in kendi Hsp’lerini kullanmaktadir.
Acanthamoeba Hsp70 (AcHsp70) konak-parazit iligskisi sirasinda c¢ok 6nemlidir.
Literatiirde Plasmodium falciparum ile yapilan ¢alismalara gére parazit Hsp70°1 konak
Hsp70 lerine benzedigi i¢in konak immiin sistemi tarafindan ayirt edilememektedir. Bu
nedenle AcHsp70’in 6zelliklerinin bilinmesi, parazit-konak immiin sistemini modifiye
etmek agisindan Snemlidir. Immiin sistemin modifiye edilmesi calismalarina bir
baglangi¢ olmasi amaciyla bu ¢alisjmada AcHsp70’in izolasyonunu ve biyokimyasal

karakterizasyonunu gerceklestirdik.
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Yaptigimiz ¢aligmada Pubmed veri tabanindan yararlanarak biyoinformatik
yollarla primerler dizayn edilip PCR ile AcHsp70 agik okuma penceresi elde edilmistir.
Bu pencere ekspresyon vektoriine klonlanarak E. coli hiicrelerine transforme edilip
AcHsp70 rekombinant proteini elde edildi. Elde edilen AcHsp70 proteini kolon
kromotografisi ile saflagtirildi. AcHsp70’in fonksiyonunu belirlemeye yénelik olarak
hidrofobik 6zellikleri, farkl niikleotidler ve peptitler varhiginda davranislari, farkli pH
ve sicakbiktaki ¢Oziinlirligii, Gibbs serbest enerjisinin belirlenmesi, protein
agregasyonu, ATP hidrolizi ve sicaklik stresi altinda diger Hsp’ler ile etkilesimi
incelendi.

Sonug olarak AcHsp70 diger homolog ve ortologlarina benzer 6zellikler gdstermistir.
AcHsp70’in niikleotit dizisi olduk¢a tiniversaldir ve biyoinformatik yollarla tahmin
edilen yapida diger Hsp70 lere benzemektedir. Dolayis ile parazit Hsp70 leri genel bir
mekanizma ile etki etmekte olup immiin sistem caligmalarinda benzer yollarla ayirt

edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Acanthamoeba castellanii, 1s1 sok proteinleri, stres



ABSTRACT

THE ISOLATION AND CHARACTERISATION OF ACANTHAMOEBA
CASTELLANII HSP70 GENE

KUBRA ACIKALIN COSKUN
Masters’ Thesis, Department of Parasitology
Supervisor: Prof.Dr. Semra OZCELIK
2013, 83 pages

The proteins that are expressed and augumented under stres conditions and called
molecular chaperones are Heat shock proteins. Heat shock proteins help folding of
nascent peptides, translocation of proteins through membranes, inhibits protein
aggregation and send the misfolded proteins for degradation. Hsps are universially
protected in organisims. Hsps are named according to their molecular weight and Hsps
are at the middle of stress response.

Acanthamoeba castellanii is a common parasite that cause infections. During
parasite-host interaction, host is stressed and use it’s Hsps to overcome the stres.
Acanthamoeba Hsp70 (AcHsp70) is essential for host-parasite interaction. According
to the research in the literature with Plasmodium falciparum parasite Hsp70 can not be
distinguish by the host due to similarities between host and parasite Hsp70s. For this
reason a knowledge of AcHsp70 properties is important in terms of modifying parasite-
host immune system. We isolated and biochemically characterised AcHsp70 as a start to
immune system modification research.

In this study primers are designed by employing bioinformatics from Pubmed
database and AcHsp70 open reading frame is isolated by PCR method. This frame is
cloned into an expresion vector and transformed into E. coli competant cells and

AcHsp70 recombinant protein was obtained. This AcHsp70 protein was purified by
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colon chromatography. To determine AcHsp70 function: hydrophobic properties,
behaviour under different nucleotides and peptides, solubility under different pH and
temperatures, Gibbs free energy determination, protein aggregation, ATP hydrolysis
and interaction with other Hsps under temperature stres were examined.

As a result AcHsp70 showed similarities to its homologs and ortologs. Nucleotide
sequence of AcHsp70 is universal and it is similar to the structure that was predicted by
bioinformatic methods. Therefore, parasite infect host through a general mechanism and
immune system research must be performed in similar action for distinction between

host and parasite.

Key Words: Acanthamoeba castellanii, heat shock proteins, stress
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1.GIRIS ve AMAC

Cevrede toprak ve tatli sularda oldukca yaygin olarak bulunan protozoonlar arasinda
olan Acanthamoeba tiirleri amiplerin Amoebida takiminin, Acanthapodina alt takiminin
Acanthamoebidae ailesindedir. Bu tiir amipler, graniilomatéz amibik ensefalit, kronik
sinfizit, otit, kutan6z lezyonlar, siniis lezyonlari, deri iilserleri gibi hastaliklar meydana
getirirler. Acanthamoeba’nin birgok tlirlinin insanda patojen etki gosterdikleri
saptanmigtir. A. castellanii tirii hem GAE hemde keratit olgularindan izole edilmistir.
GAE’nin biiyiik olasilikla akciger, deri veya mukozal iilserden kaynaklandig1 ve
merkezi sinir sistemine [MSS] kan yoluyla geldigi ileri stirlilmiistiir. Acanthamoeba
tiirlerinin neden oldugu keratit, amiplerin kornea ile direkt temasi sonucu ortaya
¢cikmaktadir. Sonucta g6z ve gébrme kaybina yol acabilir [1,2].

A.castellanii (Neff) serbest yasayan amiplerde en fazla calisilan tiir olup
topraktan ve sulardan izole edilmistir. Evrimsel acidan A. castellanii Protamoebae
ailesindendir. Genom dizisinin bilinmesi orijinin anlasilmasi yaminda dizileri yapilnmig
Dictyostelium  discoideum ve Entamoeba histolytica gibi diger amiplerle
karsilastirilarak onemli Gzelliklerinin ortaya ¢ikarilmasina da katkida bulunur. A.
castellanii genom dizisi amip yasam stili, diistik oksijen ortamlarnna adaptasyon gibi
fonksiyonel genomik uygulamalarimin aragtirilmasina da olanak saglamaktadir. Ayrica
dizi amip konag1 ve simbiyozu arasinda gen transferinin anlasilmasinda ve hiicre ici
patojenlerin ve amip konaklarmin incelenmesinde iyi bir model olacaktir. Genom
verileri farkli patojenlerin ve patojen olmayan amiplerin karsilastirilmasinda, hiicre ici
patojenlerin iligkileri ve farkli gevrelerde protozohlarin islevlerinin anlasilmasinda
6nemlidir [3].

Parazit ve konak organizmanin her ikisi de etkilesimleri sirasinda zararli etkilerden
korunmak icin Hsp lerden yararlanmaktadir. Hspler’in c¢ogu patojenin dominant
antijenidir. Patojen ve konak otoimmiin yaniti olustururlar. Aslinda Hsp ve immiin
sistem arasinda bir bagmnti vardir [4]. A. castellanii diger canlilarda oldugu gibi
streslere yamt verebilecegi bir mekanizmaya sahiptir. Bu parazitin farkli streslere kars
verecegl yanit parazitin yagam donglisiinde olduk¢a Onemlidir. Yasam donglisii bu
parazitin yok edilmesi agisindan 6nemli oldugu icin A. castellanii Hsp70’i biyokimyasal

olarak incelenecektir.



Hiicresel strese yanit verebilmek, protein agregasyonuna dayali metabolik
bozukluklarn gidermek veya agregat olusum mekanizmasin molekiiler seviyede 6nleyen
proteinlerin yapisi ve fonksiyonun bulunmasi cesitli hastaliklar1 onleme agisindan
onemlidir. Okaryotlarda bu mekanizmanin merkezinde yer alan Hsp ler hakkinda heniiz
yeterli bilgi birikimi yoktur. S. cerevesiae iizerinde yapilan ¢alismalar ise siirmektedir
[5]. Hiicrede aym kompartmanda ni¢in birden fazla Hsp70 olmasi ve bazilarnn stres
altinda ekspresyonu heniiz anlagilamamigtir. Hsp70 iizerine yapilan onciil genetik
calismalar ATPaz domainin [{initesinin] dnemli bir gdrev teskil ettigi tespit edilmigtir.
Bu domainin diger domainlerle etkilesimi ve bu etkilesimin agregatlar izerindeki etkisi
bilinmemektedir. Baglanma sabitlerinin kullamlan substrata gore defismesi ve ATP
hidrolizi sirasinda meydana gelen konformasyon degisikliginin bilinmemesi domainler
arasindaki iliskinin bulunmasini gerekli kilmaktadir. Ayrica baglanmadaki bu farklilik
nigin her protein agregat olusturmayip priona sebep olmadigimin yamti olabilir. Bunlara
ilaveten artan substrat konsantrasyonunun hidrolizi artirmasi mekanizmay: daha ilging
hale getirmekte ve Hsp70 de hidrolizin mi yoksa baglanmamn mi &nce oldufunun
bulunmasim gerekli kilmaktadir [6,7].

A.castellanii’den Hsp70 heniiz elde edilememistir. Genomu veritabanlarinda olan bu
organizmanin bu énemli 1s1 sok proteini izole edilip karakterize edilecektir. AcHsp'ler
konak-parazit iliskisi siwrasinda Onemlidir. A. castellanii’ye Ozgtin AcHsp'lerin
ozelliklerin bilinmesi bu parazitin fonksiyonelliginin azaltilmasi, parazit-konak immiin
sistemini modifiye etmek agisindan &nemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda asagida

belirtilen plan gergeklestirilmistir.

A. HSP70 genlerinin eldesi

1. cDNA olusturulmasi ve/veya genom taranmasi

2. Diger organizmalar ile homoloji saglanarak primer dizayn (birden fazla Hsp70
tespiti i¢in)

3. PCR

4 Restriksyon sindirimi, subklonlama ile ¢ogaltma

5. Ekspresyon vektoriine ilgili genin alinmasi, indiiksyon

6 Ilgili proteinin farkli regineler ile saflagtirilmas:




B. Hsp70 fonksiyonu

Hidrofobik 6zellikleri

Farkl: niikleotitler ve substrat peptitler varliginda davraniglan
Farkli pH ve sicakliklarda ¢oztintrliikleri

Gibbs serbest enerjisinin belirlenmesi

ATP hidrolizi

Sicaklik stresi altinda kosaperonlarla etkilesimi




2. GENEL BILGILER

2.1 ACANTHAMOEBA

Acanthamoeba tirleri serbest yasayan amiplerdir ancak kosullar olustugunda parazitik
yasama gecebilen toprakta, kaynak ve i¢me sularinda, yiyeceklerde bol miktarda
bulunan ve insan viicuduna girerek hastalik meydana getiren canlilardir. Bu tiir
amipler,GAE, kutandz acanthamoebiasis, Acanthamoeba keratiti ve AIDS’li hastalarda
infeksiyonun ¢esitli organlara yayilmasina bagli olarak kronik siniizit, otit, kutan6z
lezyonlar, siniis lezyonlari, deri tilserleri gibi hastaliklar meydana getirebilirler.
Acanthamoebalar fagositik canlilardir ve E. coli gibi mikroorganizmalarla

beslenirler [8-10].

2.1.1 Smiflandirilmalar:

Acanthamoeba tirli amipler ilk kez 1913 yilinda Puschkarew tarafindan tozdan izole
edilmis ve Amoeba polyphagus olarak adlandinlmistir. Ardindan 1931 yilinda
Castellani kontamine olmus maya kultiir plaklarindan amipleri izole etmis ve
A.castellanii olarak adlandirmustir [9,10].

Acanthamoebalar yirmi dortten fazla tire sahiptir ve morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal kriterler géz 6niine alinarak i¢ farkli gruba ayrilmustir. Birinci gruptaki
tiirlerin kist biiytikliigii 16-30 pm’dir, endokist ile ekzokist arasinda oldukea biiyiik fark
vardir ve endokist yildiz seklindedir. Ikinci gruptaki kistlerin biiyiikliigii ise 18 um veya
daha diistiktiir. Ekzokistler burusmus bir gériinlimde ve ekzokistler ise yildiz, licgen
yada yuvarlak sekildedir. Uglincli gruba giren tiirlerin ise kist yapilari digerlerin
farklidir ve kiictiktiir. Ekzokist diiz bicimdedir ve endokist ile ekzokist arasinda mesafe
cok azdir. Bu gruplara gére tirlerin hangi gruba girdigi Tablo 1’ de goriilmektedir.
Acanthamoebalarin 7 tiirii insanda ¢esitli enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Bu tirler A.
astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. palestinensis, A. polyphaga, A.
rhysodes’ dir [9,10].




TURLER | SUS TIiPLERI® | SEKANS GRUP IZOLASYON®
TIPLERI
A. astronyxis 30137 T7 1 Su
A. castellani 30011 T4 II Maya Kiiltiiri
| A.commondani 30135 T9 I Bahge Humusu
A. culbertsoni | 30171 T10 11 Maymun Bobrek
Hiicre Kiltiirti
A. divionensis 50238 - It Toprak
A. echinulata 50239 - I Giibre
A. griffini 30731 T3 11 Deniz Suyu Ornegi
A. hatchetti 30730 T11 I Liman Cokeltisi
A. healyi CDC:1283:V013 | T12 I Beyin Dokusu
A. jacobsi 30732 | - il Deniz Birikintisi
A. lenticulara 30841 T5 I Yiizme Havuzu
A. lugdunensis 50240 T4 II Havuz =~ |
A maurira;; iesis 50253 T4 11 Kanalizasyon
Camuru
A palestinensis 30870 N T2 111 Toprak
A. pearcei 50435 T3 I Kanalizasyon
Birikintisi
| A. polyphaga i CCAPIS015A | T4 1 Golet
A. pustulosa | 50252 [GE3a] T2 il Havuz
A. quina 50241 - 11 Yiizme Havuzu
A. rhysodes 30973 T4 11 Toprak
A. royreba 30884 T4 11 Insan Korikarsinom
Hiicreleri
A. stevensoni 50438 Ti1 II Yumugake¢a Yatagi
A. triangularis 50254 T4 I Insan Diskisi
A. tubiashi 30867 T8 I Nehir Yatag

Tablo 2. 1 Acanthamoeba tlirlerinin kist morfolojisine gére yer aldif1 gruplar [11]

* ATCC’ a gbre numaralan

® Susun orijinal izolasyon yeri
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Sekil 2.1 rRNA sekansina gore protistalarin siniflandiriimasi [9]



Sekil 2.2 Acanthamoeba tiirlerine ait Kistlerin biiyiiklik ve sekline gére ayrimi [9,10].

2.1.2 Biyolojisi

Ozmotik basinci dengelemek igin su atimina yarayan bir veya daha fazla miktarda
kontraktil vakuollere sahiptirler. Sitoplazma igerisindeki diger tip vakuoller ise
icerisinde lizozim, sindirim vakuolleri ve yiiksek sayida glikojen igeren vakuolllerdir.
Plazma zar1 %33 oraninda protein igerirken, %25 oraninda fosfolipid, %13 oraninda
sterol, %29 oraminda lipofosfonoglikan igerir [12-13]. Acanthamoeba da bulunan
onemli fosfolipidler %45 fosfatidil-kolin, %33 fofatidiletanolamin, %10 fosfatidilserin,
%6 oraninda fosfoinositid ve %4 oraninda difosfatidilgliserol’ dur [14].

Acanthamoeba trofozoitleri biiyilkk boyutta mitokondriye sahiptir [sekil 3]. T4
genotipine sahip 4. castellanii’ nin mitokondrial DNA genom boyutu 41,591 bp’ dir. T4
genotipine ait 4. castellanii Neff susunun genom boyutlar: yaklasik olarak 45 Mb’ dir
[15].

2.1.3 Yasam Dongiisii

Acanthamoeba tirleri zorunlu parazit olmadiklarindan bir konak zinciri s6z konusu

degildir. Acanthamoebalarin yasam dongiisii birbirini izleyen iki sathadan olugmaktadir.
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Birincisi ¢apimin yaklasik olarak 20-40 pm oldugu aktif olarak beslenen biiyiiyen
¢odalan trofozoit formu, ikincisi c¢apwmin 13-23 pum oldugu duragan haldeki kist
formudur. Trofozoit déneminde Acanthamoeba’ lar beslenmek i¢in organik partikiiller
ve baska mikroorganizmalara ihtiyag duyarlar. Optimum sartlarin oldugu ortam
varliginda (besin, nétr pH, 30°C) mitoz béliinme gecirirler. Yagadig1 ortam sartlarinin
kotiilesmesi durumunda ¢ift duvarli kist formuna déniistirler (sekil 2).

Acanthamoeba lar, insan viicudunda 6zellikle MSS ve goz bagsta olmak tlizere deri,
akciger, mukoza ve toraksta yerlesebilirler. Bu amipler, dokuda hem trofozoit, hem de
kist halinde bulunurlar [9,10,16-18].

kdtii kosullar 5

M

uygun kosullar

Sekil 2.3 Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) uygun sartlardaki trofozoit ve

olumsuz kosullarda olusan sartlardaki kist formu goriintiisii [9].



Acanthamoeba spp.

Gézlere dogru 1 o

lunem sistemi ile
burundan gegis

insana bir cok
degisik yoldan ™
girebilir AN

3 Diserte veya agik deri 5

bélgesinden

Kistler ve trofozoitier dokuda

1 Sonug olerak siddetli kornea 9
0 iltihab:
2 Senug olarak grantlomatdéz amebik 3
Mitoz Bliinme ensefalit {GAE) olusumu @ Bagrstkhik sistemine aktanim
A‘ infektif DBnem 3 Sonug olarak grantlomatdz amebik <.
o Btk sistemine = ket
A= Teshis Dénemi f?;‘f:m‘ sisteming (B DesLezyonien

Sekil 2.4 Acanthamoeba tiirlerinin yasam dongiisti [19].

2.1.3.1 Trofozoit Formu

Acanthamoeba trofozoitleri 1-2 pm biiyiikliigiindeki akantopod adi verilen dikenimsi
yalanci ayaklariyla kolaylikla tanimlanabilirler. Bu akantopodlan sayesinde ylizeye
tutunmay1, hareket etmeyi ve besinleri yakalamay1 saglarlar. Trofozoitler tek gekirdege
sahiptir ve biiyiikliigli bir trofozoitin altida biri kadardir. Diizglin ve kivriml
endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, serbest ribozomlar, besin vakuolleri,
mitokondri ve mikrotubuller bulunmaktadir. Acanthamoebalar bu safhada aktif olarak
bakteri, mantar, alg ve kiiglik organik partikullerle beslenirler [17,18]. Kat1 besinleri
fagositoz, sivi besinleri ise pinositoz yoluyla alirlar. Uremeleri eseysiz olarak ikiye

boliinmeyle olur [10].



Sekil 2.5 Acanthamoeba trofozoitinin, scanning elektron mikroskobundaki (SEM)
goriintiisii (A), TEM goriintiisti (B), siv1 besiyerinde inverted mikroskop goriintiisii (C)
[10,20].

2.1.3.2 Kist Formu

Kot kosullarda (besin eksikligi, yiiksek yada diisiik ozmolarite, ekstrem sicaklik, v.b)
trofozoitler kist formuna déniisiir ve bu olay “encystment” olarak bilinir. Tek ¢ekirdege
sahip olan kistler endokist ve ektokist denilen ¢ift tabakadan olusur ve bu nedenle dis
kosullara karst dayanaklidirlar. Kivrimli goriinen dis tabaka sayesinde bir kiiltlirde
kistler kolaylikla goriilebilirler.

SEM’ da bakildiginda akantopodlarin yiizeyinin kisa bir iglemle kaplanip kisalmasi

- kalinlasmasini iceren morfolojik degigimler olgun kistin yiizeyinin karekteristik

Ozelligini gosterir [sekil 2.6A] [10,11,16].

Sekil 2.6 Acanthamoeba Kistinin scanning elektron mikroskobundaki (SEM) goriintiisii
(A), TEM goriintiisii (B), siv1 besiyerinde inverted mikroskop gériintiisii (C) [10,20].
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2.1.4 Cevre ve Klinik Ortamda Dagiliom

Acanthamoeba deniz suyu, okyanus sedimentleri, plajlar, g&l suyu, toprak, tath su
golleri, kaplicalar, tuzlu su golleri, Antarktika, su-hava arayiizii ve hava da dahil olmak
lUzere cesitli dogal ortamlarda izole edilebilmektedir. Acanthamoebalar siselenmis
maden sularindan, distile su sigselerinden, elektrik ve niikleer santrallerin sogutma
kulelerinden, jakuzi wve kiivetlerden, havalandirma kanallarindan, nemlendirici
makinalarindan, klima #nitelerinden, dus bagliklarindan, kanalizasyonlardan, cerrahi
aletlerden, kontak lensler ve saklama kaplarindan, baliklardan vb. izole
edilebilmektedir. Acanthamoebalar hastanelerden, fizyoterapi yiizme havuzlarindan,
diyaliz tinitelerinden, taginabilir ve sabit g6z yikama istasyonlarindan, insan burun
bosluklarindan, girtlakdan, bogaz kiltiirlerinden, akcifer dokusundan, deri
lezyonlarindan, insan diskisindan, komrnea biyopsilerinden, maksiller sintislerden,
mandibular otogreftlerden, diski 6rneklerinden, kritik hastalarin idrarlarindan, beyin
omurilik sivist ve beyin nekropsilerinden elde edilebilmektedir. Yukarda anlatilanlara
ciayanarak Acanthamoeba’ min her yerde bulundugu kabul edilmektedir ve riitin
hayatimizda bizler bu organizmayla karsilasmaktayiz bunun tespitinde ise Yeni
Zellanda® da ki saglikli bireylerin %100° nde anti-Acanthamoeba antikor’ larmna

rastlanmasiyla anlamaktayiz [21,22].

2.2 ISI SOK PROTEINLERI (HSP)

2.2.1 Protein katlanmalarn

Proteinler organizmalarin metabolik fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri igin oldukca
Onemli yapilardir. Bu fonksiyonlar yerine getirebilmeleri i¢in ii¢ boyutlu yapilarma
katlanmalari ve bu dogal hallerini korumalar1 gerekmektedir.

U¢ boyutlu yapilarina katlanabilmeleri igin gerekli bilgi proteinin birincil
vapisinda sifrelenmigtir [24]. Proteinlerin yapisinda dért diizey vardir: birincil, ikincil,
Ugilinciil ve bazen doérdiinctil yapidir. Proteinde birincil yapr peptid baglariyla birbirine
baglanmis amino asitlerin dogrusal dizisidir. Polipeptid zinciri bdlgelerinin diizenli

katlanmasiyla ikincil yapt meydana gelir. Protein katlanamasimn en yayin iki tipi o-
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sarmal ve B- kivriml tabakadir. Cubuk benzeri «-sarmalda amino asitler kendilerini
diizenli sarmal bir konformasyona uyarlarlar. B- kivrimli tabaka ise farkli polipeptid
zincirlerinde veya aym polipeptid zincirinin farkli bolgelerinde ki peptit baglar: arasinda
olusan hidrojen baglari ile meydana gelir. Ugiinciil yap, birincil yapida birbiri ile bitisik
ya da ¢ok uzakta bulunan amino asitlerin uzaysal diizenlenmesiyle ilgilidir. Protein ii¢
boyutlu yapiya bir defa katlandiginda, bu konformasyon sadece hidrofobik
etkilesimlerce degil, elektrostatik kuvvetler, hidrojen baglar1 ve eger varsa distilfit
baglar tarafindan da siirdiiriiliir. Dérdiinctil yapidaki proteinlerde ise birden fazla
polipeptid zinciri bir araya gelmesi s6z konusudur [25]. Uygun fizyolojik kosullar
altinda, kiigiik proteinler dogal konformasyonlarina kendiliginden katlamirlar ancak
biiyiik proteinler katlanmasi i¢in yardima ihtiya¢ duyarlar. Molekiiler kalabaligmn fazla
oldugu sitozolde ve strese maruz kalmig hiicrelerde proteinlerin katlanma prosesi
giiclesir. Yanlis katlanmigs veya zarar gormils proteinler belli bir kritik noktamn
iizerinde birikirse Alzheimer, Parkinson, Huntington, Creutzfeldt-Jacob, kistik fibrosis

ve Gaucher hastalig1 gibi hastaliklara sebep olmaktadir [24,26,27].

Sekil 2. 7: Proteinlerin birincil, ikincil, tiglinciil ve dérdiinciil yapilar [28]

2.2.2 Is1Sok Proteinlerinin Yapi 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

yaniti” denir [29,30]. Hiicrede miktar1 stresle artan ve molekiiler saperon olarak
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adlandirilan proteinlere "1s1 sok proteinleri (Hsp)" denir. Bu proteinler stres proteinleri
olarak da adlandiibzlar. Hiicrede protein katlanmasina yardim ederek, uygunsuz
katlanmalar1 ve protein agregasyonunu Onlerler. Ayrica membranlar aras1 protein
translokasyonunu, zarar gormils proteinlerin degredasyon i¢in hedeflenmesini,
diizeltilebilecek proteinlerin tekrar yapilanmasim da saglarlar ve bu fonksiyonlar1 yerine
getirirken kogaperon ve/veya partner saperonlarla ¢alisirlar [27,30].

Stres, proteinlerin hidrofobik bolgelerinin agiga ¢ikmasini saglar, bu da 1s1 sok
proteinlerinin daha fazla etkilesebilecegi yiizey alami olusturur. Fakat stresin fazla
olmas1 proteinlerin saperonlarla etkilesim yiizeyini artirdig: gibi aym zamanda protein-
protein etkilesimlerine de olanak saglar. Bu etkilesimler agregat olusturur ve agregat
olusumu organizmaya zarar verir. Ozellikle hayati islevleri olan proteinlerdeki
agregasyon, biiyilk sorunlar ortaya ¢ikarabilir. Ornegin mayada transkripsiyon
faktdriinde meydana gelen agregasyon prion olusumunu tetikler. Bu sebeple hiicrelerde
yeterli sayida saperon bulunmasi ve bunlarin iglevlerini eksiksiz yapmasi organizmanin
yasamini stirdiirmesi acisindan oldukg¢a énemlidir [31].

Ist sok proteinleri ilk defa 1962 yilinda, F. Ritossa tarafindan, Drosophila busckii
larvasinin inkiibatérde yiiksek 1siya maruz birakilmug tiikriik bezi hiicrelerinde,
siskinlesip kabarmus kromozomlarin tespit edilmesiyle bulunmustur. Yiiksek 1siya
maruz kalarak sterse giren hiicrelerdeki bu kromozomal sigkinliklerin, 1s1 sok proteinini
kodlayan gen bélgeleri oldugu ve bu proteinlerin agiri ekspresyonuna bagli olarak
siskinlestikleri ortaya ¢ikmis ve ilk defa 1974 yilinda “1s1 sok proteini” ismi verilmistir
[29].

Bu proteinlerin molekiil agiliklann 15kDa ile 110kDa arasinda de8isir ve
isimlendirilmeleri de molekiil agirliklarina gore olmaktadir [32]. Bu proteinler normal
kosullar altindaki hiicrelerde de bulunurlar fakat miktarlari azdir, ani 1s1 degisimleri ve
diger stres faktorleri ile karsilastiklarinda miktarlart izla artar. Ist sok proteinleri
hiicrenin strese karsi direncini giiglendirirler. Kuvvetli hidrojen baglan, gicli
hidrofobik etkilesimleri sayesinde kolay denatiire olmazlar. Biiylime, farkhilagma,
boliinme, hiicre 6liimii dahil, hiicre metabolizmasimin tiim evrelerinde hayati Snem
tagirlar [27,29].

Is1 sok proteinleri hiicredeki fonksiyonlarina gore siirekli sentezlenenler ve stres
uyarimlilar (Hsc-Hsp) olmak tizere iki guruba ayrilirlar [33]. Strekli eksprese olanlar

normal hiicre sartlarinda heniiz katlanmamig polipeptitlere baglanirlar ve bunlarin
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diizgiin sekilde hedef organellere tagmnmasim saglarlar. Stres uyarmlilar ise stres
kosullarina baghi olarak ortaya ¢ikan hiicre hasarmi simrlandirmak, proteinlerin
agregasyonunu Onlemek, bozulan proteinlerin uzaklastiriimasini saglamak ve stres

uyarimli hiicre 6liimiine engel olmak gibi gérevlere sahiptirler [34,30].

A
Ribozom Add
‘ ist Sok Proteini NHa \Q
Yeni Protein COOH
NH; Dogru Katlanmg Protein
'/l
B B

I\ ~7 Ist Sok Proteini NE:
> isiyla Stres< a
"I >
NH:
~ COOH o
CO0H

Dogru Katlanmus Protein l Denatiire Olmus Protein J Dogru Katlanmis Protein

Sekil 2.8 Is1 Sok Proteinlerinin Fonksiyonlar [35]

Hsp’leri kodlayan genlerin bulundugu gen ailelerinin, evrim stirecinde fonksiyon
ve yap1 bakimindan en fazla korunmus gen ailesi oldugu bilinmektedir. Clinkii evrim
siirecinde hiicreler bir stres ile karsilastiklar1 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 [30].

Hsp’lerin gen transkripsiyonu, 1s1 ok transkripsiyon faktorii ile Hsp gen promotor
bolgelerindeki 1s1 sok elementlerinin etkilegimi araciligiyla saglanir. Normal kosullar
altinda 1s1 sok faktorl (HSF1) stoplazma igerisinde DNA’ya bagh olmayan bir

monomer molekiil gibi bulunur. Stres kogullar1 altinda DNA’ya baglanma kapasitesine
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sahip olmak igin {i¢ fosfath forma doniisiir ve stoplazmadan ¢ekirdege geger. Cekirdekte

151 sok protein geninin promotor bslgesine baglanarak, Hsp transkripsiyonunu saglar ve

Hsp sentezini artirir [29].

2.2.3 Is1Sok Proteinlerinin Artisina Sebep Olan Faktorler

Is1 sok proteinlerinin artis1 sadece 1siya bagl: olarak degil, pek gok farkl: sebeplerle de

artabilir. Bunlardan bazilar1 sunlardir {29,36]:

Tablo 2.2 Isi Sok Proteinlerini Artiran Sebepler

Cevresel Faktorler - | Hastahiklar Hiicre Etkilesimi

Is1 soku (yviiksek veya | Ates o Normal hiicre dongiisii )
diigiik) ]

Agir metal Yangi Biiyiime faktorleri

Enerji metabolizmas Iskemi Gelisme ve farklilagma ]
inhibitorleri

Kemoterapotik ajanlar Hipertrofi

Hiicresel hasar

Malignensi

2.2.4 Isx Sok Proteinlerinin Hiicre Disindaki Gorevleri

Hsp’ler normalde hiicre igerisinde bulunurlar. Hiicre disinda ise hiicrelerin 61digl ve

iceriklerinin disar1 atildig1 durumlarda bulunurlar. Bu dagmik hiicrelerin planlanmamis

olimii nekroz olarak adlandinlir ve hiicrede sadece hatali eylemler meydana getirir.

Hiicrenin disindaki Hsp’ler hastalik veya enfeksiyona karst bagisiklik sistemini

uyarmak i¢in ¢ok gii¢lii bir indtikleyici etkide bulunurlar [34,36].



2.2.5 Is1Sok 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 [37,38]. Stres proteinlerine karst
gelisen immun cevaplar ¢apraz reaksiyonlar vasitasiyla hiicrenin kendisine karsida (anti
self) reaksiyon gelisimine sebep olabilmektedir [34]. Saglikli bireylerin enfeksiyon veya
herhangi bir sekilde strese maruz kalmis kendi hiicrelerinden arinmak igin, kendi stres
proteinlerine karst immun cevap verebilme yeteneklerinden yararlanabildikleri ileri
stirtilmektedir [39]. Iste bu yeteneklerin diizenlenmesinde meydana gelen aksakliklar
baz1 otoimmun rahatsizitkiara neden olabilmektedir. Stres proteinieri immun cevapta

hedef olmanin yani sira, antijen sunulmasinda da énemli rol oynarlar [36,37].

2.2.6 Onemli Hsp Aileleri

Stres proteinleri, molekiil agirhiklarina gore bazi alt guruplara ayrilirlar. Bu gurubun
tiyeleri sadece biiyiiklikk yoniinden degil, baska dzellikleriyle de benzerlik gosterirler.
Om:egin Hsp70 ve Hsp60 aileleri benzer fonksiyonlar gériirler ve bunlarin amino asit
siralanmalan % 50’nin tizerinde benzerlik g@sterir. Ayrica molekiiler agirhklar biiytik
olan Hspl00, Hsp90 ve Hsp70 proteinlerinin sekanslar1 bitkiler aleminde biyiik

benzerlik gosterir [40].
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Tablo 2.3 Onemli Hsp Aileleri [41]

Onemi s 5ok proteinlerinin yerleri ve fonksiyonlan

Aile Organizma Saperon Yer Fonksiyon
Hsplih Ecoli CipA, B, C ol Protein agregatiarindan substrat
Scerevisiae  HsplOd sktozal proteinterin ¢ekilmest ve diger
X saperonlar yardimiyla veniden
&ty T-ruer katlama
Hsps0 ?.:oe:'ievisiae HipG Siitozol sinyal transdiiksivonu rolil vardir{ steroid hormen
Tnsan Hepi3 Sitozol reseptdrieri, tirozin kinazlarm etkilegimleri}, 151
*31‘1’90 sm’_m' sok yanitinin diizenlenmesi, hiicre dongiisii ve
GRP94 Cekirdek profiferasyonda rol alir.
TRAPL ER Dimer
Mitokondri
e . s . ist sok yanitirs diizenter, Yanhs katlanmus veya
s E.col Daall ’
HESHEpTO S:::evi siae S:dl 4 :;ozo: katlanmanus proteinlerin dogru konformasyona
S;‘bl ,:,’ Eﬁom erisimini saglar, apoptozisi onler, membraniar aras

) otein translokasyonunda gérev ahr.
Kar2, Ssc1  Mitokondri Pr i £

. Monomer
Insan Hse70, Hsp70  sitozol ’
BIP, mHsp70  cekirdek
ER
Mitokondri
Hspoth E.coli Grok UhS Sitozol Katlanma ve denature proteinlerin stabilizasyonu
S.cerevisiae Hspb0 Mitokondsi
Bitkiler Cpnbl Kloroplast fd-mier
fnsanlar Hsp6O Mitokondri
y Eeoli . .
Hspdd S.cerevisiae dmd Sitozol Hsp70'in ATPase aktivitesi igin gerekli olan ko-
Incs:nlar Yd'll Sitozol © saperondur. {substrat baglanmasi-salinmast}
Hdj1, Hdj2 Cekirdek Monvmer
Small i IbpA, IpbB
Hsps :Er.‘coh H:;?‘"! 4 g;ozo: Proteinierin kiimelegmesinin Snlenmesi,
san L:l:)'s‘luaiiin Sitoml hiicrelerin 151 stresine dayanikiihk
020 gostermelerive anti-apoptotik fonksiyon
8-Z4 mer

2.2.7 Hsp70 Ailesi

Hiicresel strese yamitta Hsp70’ler biyokimyasal mekanizmamn kalbini olustururlar. Bu
protein 70kDa’luk olup, katlama prosesinde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir(42-45).
Hsp70 yeni sentezlenmig proteinlerin katlanmasii, stoplazma, mitokondri,
endoplazmik retikulum gibi yapilara protein taginmasim saglamaktadir(46). Ayrica
peptitlerin hidrofobik bélgelerine baglanarak proteinlerin kiimelesmelerini dnlemekte ve
boylece stres altindaki proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarini korumalarini saglamaktadirlar
[33]. Yanlis katlanmis proteinlerin diizeltilmesi, diizeltilemeyenlerin yikim igin
hedeflenmesi, peptitlerin birbirine baglanmasi, HSF1’in ¢alismasini diizenlenmesi gibi
gorevleri de vardir ve ATPaz aktivitesi gosterirler. Hsp70’ler tiim bu fonksiyonlar

kosaperonlarla ve/veya partner saperonlarla birlikte yaparlar [47-50].
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Sekil 2.9 S1g1r Hsp70’in Yapist [35]

2.2.8 Hsp70’in Domain Yapisi

Hsp70 {ic domaine sahiptir. Birincisi, N terminali ATPaz domaini olup, 44kDa’dur.
ATPase domaini iki biiyiik globiiler subdomainden olugur, her bir subdomain de iki
kiicik subdomainden olusur. Bu domainler ortada bir yarik olusturacak sekilde
bulunurlar ve dip kisma bir niikleotid baglanir. Sigir Hsc70 ATPase domaininin X 151m
kullamlarak yapisina bakildiginda, iki B ve y fosfat baglama lobu ile hidrofobik fosfat
baglama lobunun etkilesimleri ile adenozin niikleotidin aktif bolgeye baglandifi
goriilmiistiir. Niikleer manyetik rezonans (NMR) ¢alismalarinda ise ATPase domaininin
yiiksek esneklikte oldugu ve farkhi subdomainlerde biri digerini etkileyecek sckilde
gerceklesen egme ve kirpma hareketleri sayesinde niikleotid baglanma yari@inin agilip
kapanmasiin yonetildigi tespit edilmistir. Bu agilip kapanmalar niikleotidin baglanip
serbest kalmasim1 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 salimiminda NEF (niikleotid

exchange factor) adi verilen bir protein ailesinden bahsedilmelidir. NEF ailesi ¢ok
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cesitli ve tam tanimlanmans protein sinifindan olugsmus olup, prokaryotlarda GrpE
olarak, 6karyotlarda ise Bagl, Feslp ve Hsp110 olarak adlandirilir. NEF bir kiska¢ gibi
davranarak NBD (niikleotid baglanma domaini) sikar ve ADP saliumini kolaylagtirir.
Bu sonraki ATP’nin domaine baglanmasim ve yeni Hsp70 katlama prosesinin
baslamasim saglar [49,50]. Adenin niikleotidinin hidrolizi sadece Hsp70 tarafindan
saplanirsa katlama oram diigiik olur, fakat hidrolizi bir kosaperon olan Hsp40’mn J
domaini indiiklerse, katlama oram1 1000 katina ¢ikar. Yapilan ¢aligmalarda peptitlerin
hidrofobikliginin ATP hidroliz oramni etkiledigi de tespit edilmistir. Hidrofobiklik
acisindan giiclii olan peptit, daha zayif olan peptide gore Hsp70’in ATP hidrolizini ¢ok
daha iyi uyarir [33,49].

FOSFAT 2
actin-hsp70:
hffDxGtsthpxtef
sugar kinase:
FOSFAT 1 thhxaxGTaxxhhxp
Fxf{DE)xGssxxhichxpp

Subdomain

Subdomai
Io,;n'tm b
— ATP
Subdomain
Ia
Subdomain
Ha
T ADENOZIN
— ——— PphhxGich-mrxxfxphhxphxh
hxexxhbxptocshipah pxxtthhGhhhxhxh ) e

Sekil 2.10 Sigir Hsp70’in ATPaz Domain Yapist [35]

[kinci domain yapisi Middle domaindir ve Hsp70 ailesi icerisinde oldukg¢a
yilksek oranda korunmus, substrai baglanma domaini (SBD) olarak adlandurilan bir
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domaindir. Bu domain hakkindaki pek ¢ok bilgiye E.coli DnaK (HSP70 homologu)
lizerinde yapilan ¢alismalarla ulagilmistir. SBD 25kDa [ yaprak subdomaininden ve
10kDa helikal subdomainden olusur. Peptit baglama bilgesi sandvi¢ benzeri bir olusum
gosterir. Burada iki tane 4 zincirli B-yaprakla beraber, ikisi igte ikisi dista olmak lizere
yukart dogru gikinti yapmis 4 tane lob yer alir. Ayrica birde helikal subdomain vardir,
bu da 5 tane helixden (A,B,C,D,E) olusur. Helix 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 artmasim saglar. Kapagm kapanmasi ATPase domaininden ADP+P
olusumuna bagli olarak gelen sinyal ile indiiklenir, kapak donme hareketi yaparak
SBD’i kapatir [41,49]. SBD igerisindeki oyuk hidrofobik bir merkez olup, substrat ile
merkez arasindaki hidrofobik etkilesimlerle substrat olmast gercken konformasyona
erisir [26]. ATPase domainine yeni bir ATP’nin baglanmasiyla kapak agilir ve substrat
serbest birakilir, Hsp70 yeni bir dongiiye girmeye hazir hale gelir [33].

Hinge (536-538)

Cc

Latch |

Quter /

loops

Subsrat

Hidrofobil Paket

Sekil 2.11 Sigir Hsp70’in substrat Baglanma Domain Yapisi [35]
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Uctincii yap1 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 igerir. Bu oktapeptit gesith
kosaperonlarla Hsp’nin etkilesime girmesine aracilik eder. Igerisinde Hsp40’mnda
bulundugu pek ¢ok kosaperon, tetratrikopeptit (TPR) tekrarlarindan olusan protein
etkilesim motifleri igerirler. Bu TPR ile saperonun oktapeptit kismi etkilesime girer ve
maya sitozolik Hsp70’in ATPase domainini uyarici etkide bulunur [50,51].

Yapilan pek c¢ok calismada, Hsp70’lerin hiicrede farkli veya aymi kompartma
bulunmalarina ragmen, ayni kompartmanda bulunanlar arasinda bile fonksiyonel olarak
farkliliklar tespit edilmistir. Maya {izerinde yapilan ¢aligmalarda Hsp70 ve Hsc70’in
domain yapilann karsilastirilarak, aralarindaki benzerlik ve farklilhklar bulunmaya
calisiimistir. Hsc70’in hiicrede normal durumda bulundugu, Hsp70’in ise hiicre bir
stresle  karsilastifi  zaman eksprese edildigi  gdzlemlenmisti. Domainlerin
karsilastirilmasinda ise biilyiik oranda benzerlikler gorlilmils fakat tamamen aym
olmadig tespit edilmistir. Ayrica farkli tirler arasinda domain degis tokusu
yapildiginda Hsp70’lerin iglevsel oldugu, ancak degis tokusun Hsp70-Hsc70 ile
yapildidi durumda ise iglevselligin ortadan kalktigr goriilmisgtir. Ozellikle insan
Hsp70’i ile Hsc70’inin SBD’leri maya Hsp70’leri ile degis tokus yapildiginda olusan
proteinin yapisinda ciddi farkhliklar goriilmezken, ATPase domain degis tokusunda
dnemli farkliliklar ortaya g¢ikmistir. Bu durum Hsp70 ile Hsc70 ATPase domain
fonksiyonlarimin farkli oldugunu ortaya koymustur. Yapilan ayrmtili ¢aligmalarda bu
farkliligin sadece ATPase domaininden kaynaklanmadigi, domainler arasi etkilesimin
ve protein-protein etkilesimlerinin de Hsp70 ve Hsc70 fonksiyonlarn igin hayati
derecede Snemli oldugu belirlenmigtir [33,52]. Hiicrede bu kadar farkli Hsp
izoformunun bulunmasi, bunlarin substratlarla ve kosaperonlarla etkilesimi, aym
kompartmanda bulunan ve birbirine ¢ok benzeyen formlarin farkli farkh iglevler
yapmasi sirasindaki mekanizmalar hala tam aydinlatilamamustir [53].

Maya sitozolde Ssa ve Ssb olmak tizere iki farkli tip Hsp70’e sahiptir. Ssa dort,
Ssb 2 farkli izoforma sahiptir. Sitozolik Hsp’ler ¢ekirdege ve diger organellere protein
tastmimimi saglarlar ve denature proteinleri yikim igin hedeflerler. Maya sitozoliinde
birkac tane kosaperon bulunur ve bunlardan en iyi tanimlanmis olan Hsp40’lar, Ydj1 ve
Sisl dir [48,51]. Hsp40 sahip oldugu J domaini sayesinde substrati tutarak Hsp70’e

getirir ve bu J domaini Hsp70’in ATPase domainini uyarir. Bu uyanm kapak
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bélmesinin kapanmasina ve Hsp70’in substrat1 sikica kavramasina yarar. Ardindan da
Hsp70 substrati uygun konformasyona getirir [54].

Hsp70’in fonksiyonel farklihiklarnm, etkilestikleri spesifik Hsp40°’dan ve substrat
sinifindan kaynaklandig1 sanilmaktadir [22].

2.2.9 Hip, Hop ve CHIP

Hip, insan Hsc70’nin ATPase domaini ile etkilesime giren 43kDa’luk bir proteindir.
Hip Hsp70’i ADP durumunda stabilize ederek, Hsp70’ in saperon aktivitesine devam
etmesini saglar ve bdylece premature substratlarin salmumini Snler [49,55,56]. Hop
60kDa biiyiikliigiinde bir protein olup, ilk kez mayada 1s1 sok proteinlerinin (yeast Stil)
yamitlarinin diizenlenmesinde gérev alan proteinler i¢in yapilan genetik taramada tespit
edilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda progesteron reseptér kompleksinin bir bileseni
oldugu tespit edilmistir. Hop, Hsp70 ve Hsp90 ile etkilesime girer. In vitro deneylerde
progesteron reseptérlerinin olgunlasma oranlarim hizlandirdig tesbit edilmistir. Mayada
Stil’in maya Ssal’in ATPase aktivitesini stimule ettigi tesbit edilmigse de, memelilerde
boyle bir 6zellik gbzlenememistir.

CHIP 35 kDa olup, Hsp70 ve Hsp90’in C terminaline baglanmak i¢in Hop ile
rekabete girer. Ubiquitin, ligaz gibi davranarak Hsc70 substratlarinin proteozomlar

tarafindan yikimun saglar [50].

2.2.10 Hsp70 — Kanser - Apoptozis

Hsp’ler ilk olarak yaklasik 30 yil énce tiimdr hiicrelerinden izole edilmislerdir. CD8+ ve
CD4+ lenfositlerini, dogal katil hiicrelerini (natural killer) harekete gegirirler, aym
zamanda sitokinlerin salgilanmasim ve dendritik hiicrelerin indiiklenmesini saglarlar.
Dendritik hiicreler primer immun yanitta antijen sunucu hiicrelerdir ve T hiicrelerini
uyarirlar. Natural killer denen dogal katil hiicreleri ise aslinda beyaz kan hiicreleridir ve
immun sistemin olduk¢a 6nemli elemanlaridir. Tiimor hiicrelerinde Hsp70 membrana
baglanarak, immun sistem igin tiimér hiicrelerini hedef haline getirir. Dogal Kkatil
hiicreleri, membrana baglh Hsp70’lere CD94 reseptérleriyle baglamrlar. Baglandiklar

hiicreler granzim B salgilar ve bu enzim sayesinde timd&r hiicresi apoptosis igin
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induklenmis olur. Bu aktivasyon mekanizmasi, anti kanser ilag gelistirmek i¢in ¢aba

gbsteren arastiricilarin dikkatini ¢ekmektedir [57].

Apoptozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli hiicre 6ltimiidir.
Programli hiicre 6limii olarak da adlandirilan bu stireg, doku homeostazinin
korunmasinda kritik bir role sahip oldugu gibi, fetal gelisim ve eriskin dokulardaki pek

¢ok fizyolojik olayda da 6nemli rollere sahiptir [58].

Protein denaturasyonu ve agregasyonu apoptozisi tetikler. Kaspazlar apoptotik
hiicre 6liimii esnasinda 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
reseptérleri araciligiyla, ER araciliiyla olabildigi gibi, mitokondrideki sitokrom c¢
aracilifiyla da olabilir. Stresin neden oldugu apoptozisi Hsp70, sitokrom c ile etkilesime
girebilme yetenegi sayesinde &nler. Ekstrinsik ve intrinsik yolaklardan kaynaklanan
apoptozisi Hsp70, Hsp27 ile birlikte bloke eder [58]. Kanserde de Hsp70 seviyesi ¢ok
artar, bu sayede 6zofagus, bobrek ve pankreas kanserlerinde, melanoma da iyi bir
prognoz saglar. Fakat diger tip kanserlerde prognoz ya ¢ok azdir ya da yoktur. Hsp
ailesi kanser tedavisinde 6nemli bir kap1 agar, ¢iinkii hiicrenin yasam miicadelesinde
anahtar role szhiptir. Tiimér gelisiminde ve metastazinda Hsp seviyesi ¢ok artar. Bu
sebeple immunoterapide ilag hedeflenmesinde kullanilabilir. Immun yamitin artmasinda
ve hiicrelere antijen sunumunun aktivasyonunda Hsp70 kullamlir. As1 tiretiminde
kullanilabilirler. Bu da kanserin ve enfeksiyon hastaliklarinin Snlenmesini saglar

[51,59].

2.3 PROTEIN SAFLASTIRMA

Proteinin molekiiler yapisi, fiziksel ve kimyasal ¢zellikleri ekstraseliiler veya
intraseliiler olmast ve hiicre iginde bulundugu yerin bilinmesi saflagtirma siirecinin
belirlenmesinde ¢ok yardimer olur. Saflastuma sirasinda, bu islemin ne oranda
basarldigim izlemek icin, protein miktariun hassas ve spesifik olarak belirlenmesi
gerekir [60]. Saflagtirmanin ilk adimlarinda daha ¢ok deristirmeye yonelik (yliksek
kapasiteli) teknikler kullanilir, Boylece ortamdaki suyun biiyllk kismi uzaklagtirilnmug



olur. Coktiirme, ekstraksiyon ve absorpsiyon kromatografi teknikleri bu amacla
kullanilabilir.

Ayrica giici agisindan ¢oktirme ve ekstraksiyon teknikleri etkin degilken
kromatografik teknikler 6zellikle afinite kromatografisi ¢ok etkindir ve 1000 kattan
fazla saflastirma saglar. Afinite-ultrafiltrasyon kombinasyonu gibi yiiksek ayirma giiglii
tekniklerin kullanilmasi saflastirma prosesindeki adim sayisim ¢ok distirtir. Fakat
afinite tekniklerinin ¢ok pahalt oldugu, bu nedenle ¢tktiirme gibi ucuz teknikler ile
kontaminantlarin 6nemli oranda uzaklastirilmasindan sonra uygulanmalari gerektigi
unutulmamalidir. Protein saflagtirmada uygulanacak teknikler genel olarak asagidaki

sirayi izler:

J Homojenizasyon

° Coktiirme

° Iyon degisim kromatografisi

° Afinite kromatografisi

. Jel Gecirgenlik kromatografisi

Saflagtirmanin verimi protein tayini ile ka¢ kat saflastirma gergeklestirildigi ise
birim protein kiitlesi basina fonksiyonel aktivitenin Sl¢iilmesi ile bulunur. Protein saflik
testi ve kag 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 sivi olmasina
ve deney teknigine gore; Kromatografi ¢esitli simiflara ayrilmaktadir.

Biyokimyada kolon kromatografisi ¢ok kullanmilir. Kolon ayrilacak maddelerin
tutulmasim saglayacak bir dolgu maddesiyle doldurulur. Uygun bir ¢oziiclide ¢oziilmiis
olan maddeler kolondan geg¢irilir. Bu sirada dolgu maddesiyle etkilesmenin zayif ya da
kuvvetli olmasina bagh olarak ayrilacak maddeler kolondan farkli hizlarla gegerler.

Kolonda farkli noktalara siiriiklenmis olan maddeler uygun ¢6ziiciilerle (tamponlarla)
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kolondan alinirlar. Kolondan tampon ¢ézeltilerle alinan maddeler fraksiyonlar halinde

ayr1 tiiplere toplanir ve bdylece ayirma islemi gergeklesmis olur [61].

2.3.2 Elektroforez

Sulu bir ¢ozelti i¢inde, siispansiye ya da ¢6ziinmiis kiiciik elektrik yiikli pargaciklarin,
uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile gé¢ etmesi siirecine elektroforez denir. Bu
kiiclik pargaciklar; bakteri hiicreleri, viriisler, protein molekiilleri veya sentetik
pargaciklar olabilir. Dogal olarak bu pargaciklarin ¢ogu elektrik yiikii tasirlar [62].
Diger bir deyisle elektroforez, ortam pH’sina gére, pozitif (+) ya da negatif (-) olarak
yiiklenen kolloid taneciklerin, bir elektrik alaninda, kendi net yiiklerine zit ylik tagiyan
anot veya katoda dogru farklh hizlarda siiriiklenmeleridir. Proteinler; elektrik yikd,
biytikliikleri (yiik/kiitle orami), sekil gibi ozelliklerine gére ayrilirlar. Elektroforez,
genellikle poliakrilamid jel tizerinde yapilir. Proteinlerin saflastiriimasida kullamimaz.

Elektroforez yonteminin degisik bi¢imleri vardir:

. Kagit elektroforez:

J Serbest veya hareketli cephe elektroforez
° Kusak (zone) elektroforezi

. Disk elektroforezi:

. izoelektrik odaklama

. SDS-gel elektroforezi

Elektroforetik yontemler;

. Karisim i¢inde bulunan protein sayisim tespit etmek (kagit ve jel elektroforezi)
° Saflastirilmis proteinin saflik derecesini belirlemek( SDS-PAGE).

o Saflagtirnlmig proteinin molekiil kitlelerini tayin etmek (SDS-PAGE) amaciyla
kullamlir [63].



2.3.2.1 SDS-Gel Elektroforezi

Basarili bir elektroforez yapilabilmesi igin analizi yapilacak omek onunla reaksiyon
vermeyen ve Ornegin elektrik alanda ilerlemesini engellemeyen bir zemin kullanmakla
miimkiin olur. Béyle bir kimyasal zemin polimerlerin dzellikleri ¢alisilirken kesfedilmis
ve poliakrilamid olarak nitelendirilmigtir. Poliakrilamid yapabilmek i¢in akrilamid,
N,N’-metilen-bis (akrilamid), tetrametilendiamin (TEMED) ve amonyum persiilfata
ihtiyac vardir. Ammonyum persiilfat suda ¢6zildigiinde serbest radikal iyonlar
olusturur (S,05" ----2804 ). Eger bu radikal iyonlar akrilamid ile biraraya getirilirse
serbest radikal akrilamid molekiilii tizerine tagimr. Aktive edilmis bu akrilamid
molekiilli cevresindeki diger akrilamid molekdilleri ile etkileserek uzunca bir polimer
olusturur. Bu polimerlerin olusturdugu ¢ozelti hali hazirda her ne kadar yogunca ise de
jeli olusturmaz. Jel olugumu bu polimer pargalarinin g¢apraz baglanmasim gerektirir. Bu
islem N,N’-metilen-bis (akrilamid) tarafindan saglamir. Bu madde iki akrilamid
molekiliiniin reaktif olmayan uglanmin kafa kafaya verdigi bir molekil olarak
diistiniilebilir.

Olusan agn igerisindeki bosluklarin biiylikltiglinii iki parametre belirler:

s Kullanilan akrilamid miktari
° Capraz baglanmanin derecesi

Toplam akrilamid miktarma ve bis akrilamid miktarina bagh olarak jel tizerindeki

bosluklarin biiylikl{igli ayarlanabilir.
Bu yiizden birgok jel formiilasyonunda bis akrilamid konsantrasyonu % 5°e ayarlamp
sabit tutulurken jel tizerindeki bosluklarin biyukliigi akrilamid konsantrasyonu ile
oynanarak belirlenir. TEMED’in jel karigimina eklenme nedeni onun katalizér gérevi
gdrmesindendir. Genelde % 0.4 oraminda eklenen TEMED polimerlesme reaksiyonunu
hizlandirir.

Polimerlesmenin dogasint anlamada tartisilacak son bir konuda polimerlesmenin
icerisinde gerceklestigi tampon sistemidir. Tampon sistemi ortanun pH’sim hem jel
tizerinde hem de jel yiiriitme sistemi igerisinde korumada ve ayrica akimun jel
icerisinden ge¢mesi i¢in gerekli elektrolit miktarini saglamada kullamlir. Bu yiizden
uygun bir tampon segebilmek jel elektroforezinin sonuglan agisindan Snemlidir.

Proteinlerin jel {izerinde uygun sekilde hareket edebilmeleri igin SDS ile muamele

edilmeleri gerekir. SDS globiiler yapidaki proteinleri agarak, onlarin diiz bir zincir
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haline gelmelerini saglar ve hepsini negatif yikler. Negatif yiiklenen proteinler
elektroforezde negatif kutuptan pozitif kutba dogru, molekiil agirliklarina gore hareket

ederler [64,65].

2.3.3 Floresan Spektroskopisi

Triptofan, proteinler i¢indeki en yiiksek floresans dzelligine sahip olan amino asittir.
Triptofan o kadar yaygin bir sekilde kullanilir ki, “dogal protein floresans” terimi gogu

zaman triptofan floresansi olarak adlandirilir.

Sekil 2.12 Triptofanin yapisi

Sulu ¢6zeltilerde triptofan, yaklagik 350 nm boyutuna ve yaklasik 60 nm enine
sahip genis ve yapist olmayan bir floresans bandi sergilemektedir. Farkli araglar
kullanilarak fakat aym kosullar altinda hesaplanan triptofan floresans spektrumunun,
spektrum dlgiimlerindeki farkliliklar yiiziinden diisiik seviyelerde olmak kaydiyla farkh
sekiller ve genislikler (348-353 nm) kazandigint belirtmek gerekmektedir. Malesef,
yakin-ultraviyole bodlgelerindeki aletlerin spektrum &l¢iimleri i¢in glinlimiizde hentiz
genel gegerliligi olan standartlar bulunmamaktadir. Dipolar anlardaki (yaklagik 4D)
biiylik artisin nedeni uyarim oldugundan dolayi, emisyondaki degisiklikler daha
kuvvetlidir. Bu degisiklik, kromofor dipolunii ve ¢dziicii dipolleri i¢eren yoénelim
gevseme siirelerinden kaynaklanmaktadir. Triptofanin emisyonunun ¢evrenin
hareketliligine ve kutuplagmasma karst olan bu duyarlilifi, protein yapilar1 ve
dinamikleri calismalarinda triptofan floresansint énemli bir ara¢ haline getirmektedir

[66].

Hemen hemen biitiin kutuplu protein gruplar bir 6lglide triptofan floresansini
sondiirebilir. Fotoiyonlagma, sistem arasi ¢aprazlagma, uyarilmig yapilanma, uyarilmig

alan protonu ve uyarilmis alan elektron transferi muhtemel i1simasiz stiregler arasinda
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bulunmaktadir. Aspartik ve glutamik asit amino asitinin nétr halde bulunduklarinda gok
etkili dinamik sondiirtictilerdir. Lizin ve arginin de dinamik sondiriiclilerdir, fakat
bunlar yiiklii halde bulunduklarinda daha etkilidirler. Diisitk pH degerine sahip histidin,
indol halkasiyla karmasik dizilimli bir yap:t olusturarak sondiriici etkiye sahip
olabilmektedir. Daha diisiik etkinlikte olmak kaydiyla, protona sahip olmayan histidin
de triptofan floresansimi sdndiirebilmektedir. Tek sisteinin de etkili bir sondiriicti
olmasina ragmen, disiilfiir de triptofan floresansimin en gii¢lii séndirticiilerinden biridir.
Bunlara ek olarak, amit ve peptit gruplarinin da dinamik séndiiriictiler olarak hareket
ettikleri gOsterilmistir. Triptofan emisyonunun ve hem emiliminin spektrum
ortiistimiinden dolayi, hem-igeren proteinlerde uzun-dizilimli enerji transferi sénlimil
cok Snemlidir. Bu gibi etkiler protein floresans: analizlerini karmagik hale getirse bile,
bunlar cok ©nemli yapisal bilgilerin elde edilmesi stireglerinde kullamlmaktadir.
Omegin, membrana bagli sitokromda (bs) bulunan Trp-109 hem-séndiirticii iki protein

alani arasindaki mesafe dagiliminin hesaplanmasinda kullanilmaktadir.

Triptofan; oksijen, hidrojen peroksit, iyadiir, bromir, akrilamit, sliksinimit,
dikloroasetamit, piridinyum hidroklorid, NO5, Cs**, Cu®*, Pb*, Cd*" ve Mn®* gibi
bircok madde tarafindan meydana gelen sdndiirmelere kars1 gercekten ¢ok duyarlidir.
Séndiirticiilere karst olan bu duyarlilik, séndiirme Slgiimleri yardimiyla proteinlerdeki
triptofan amino asitlerinin ulagilabilirligini ve erisilebilirliginin  belirlenmesini

saglamaktadir.

En yiksek floresans &zelligine sahip olan ikinci amino asit ise, tirozindir. Fakat
tirozinin uygulanmasi ¢ofu =zaman triptofan igermeyen proteinlerle suurhdir.
Fenilalanin floresansi ¢ok zayiftir ve protein calismalarinda hemen hemen hig
kullanilmamaktadir. Diger bir dogal floresans suufi, en bilindikleri NADH’e

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

NADH’nin floresans 6zellikleri birgok ¢alismanin konusu olmustur. Sulu
cozeltilerde, floresansin  kuantum  verimi ¢ok  dugiiktlir ve  molekilin
konformasyonundan dolay1 floresansin yasam siiresi subnanosaniye dizini igerisindedir.
Karacigere bagli olan alkol dehidrojenazi, floresansta ve emilimdeki maviye kayan bir
spektruma neden olurken kuantum verimindeki artiginda sebebidir. Substrat analog
izobiitiramit ile tiglii bir bilesik olusumu bu etkinin boyutlarim daha da artirmaktadir.

NADH’lerin yasam siiresi daglimlari, nanosaniye dizilim iginde degisiklik
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gbstermektedir. NADH’lerin yasam siiresi dagilimlari, ikili ve tglii bilesiklerde
uyarilmig bir alan reaksiyonunu ifade eden karmastk bir degisime maruz kalmaktadir.
Proteinlerdeki amino asitlerin var olan floresans &zellikleri, kimyasal denatiiranlar,
sicaklik, pH degisimleri ve basincin neden oldugu katlanma/katlanmama gegislerinin
izlenmesi amaciyla uzun zamandir kullamlmaktadir. Ozellikle triptofan artiklarinin
floresan 6zellikleri protein yapisimn bozulmasmna etkin bir sekildé duyarliyken,
fenilalanin ve tirozinin diisiik miktardaki tiriinleri ve bunlarin problarn bu tiir ¢alismalar
icin bir dereceye kadar daha az duyarlidirlar.

Floresans Ozelliklerdeki degisimler, protein katlanmig ve katlanmanus
profillerinin kinetik ve denge diizenlemelerinde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmasina
ragmen bu degisimlerin fiziksel agiklamalarinin detaylarina nadiren rastlanmaktadir.
Genel olarak proteinin katlanmasi iki basamakli prosesle iyi bir sekilde anlatilmigtir ve
floresans dzelligin izlenmesiyle elde edilen bilgiler (profiller), sirkiiler dikroizm ile elde
edilenlerle uyumludur. Béyle durumlarda, floresans profilleri protein yapisindaki genel
hasarlarin indikatérleri olarak aliuirken, bunlar triptofan artiklarmun  yerlerinin
degismesinden  kaynaklanmaktadir. Ancak  birgok  ¢aligmada  floresans
katlanma/katlanmama profilleri, 6zellikle triptofan artiklarimin yerlerindeki yapisal
degisikliklerden kaynaklandigindan, iki basamakli olmayan davramisla aciklanmaktadir
[67]. Bu nedenle baz1 durumlarda floresans profilleri katlanma/katlanmama gegislerinde
gecici ve sabit ara iirlinler hakkinda bilgiler verilmektedir.

Son yillarda bir ve iki triptofan igeren proteinlerin dogal durumlarinda var olan
floresansin tanimlamasinda ¢ok biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir [67]. Proteinlerin
floresans 6zellikleri oldukca karakteristiktir. Proteinlerin hem dogal hem de denatiire
durumlan arasindaki farkliliklardan dolayi, proteinlerin dogal ve denatiire durumlarinin
rolatif tirlin miktari oranlari arasinda yaygin olarak degiskenlik gostermektedir [68].
Ormnegin; bazi proteinlerde dogal durumda triptofan emisyonu yiiksek oranda
sondiirtilmektedir. B6yle katlanmamus floresans siiresi ve siddetinde biiyiik artislara yol
acmaktadir. Diger yandan, diger proteinlerde dogal durumda triptofan nispeten yliksek
miktardaki iiriin iken, katlanmamis durumda floresansi etkin sekilde sondiirtilmiistiir.
Yukandaki verilen referanslar, tek triptofan igeren proteinlerin floresans diistislerinin
tek ekpononsiyel diistisle nadiren agiklanabilir ve diisiis hizlarindaki bu heterojenligin
katlanmis  yapilardaki konformasyonel durumlarin heterojenligini  yansittifimi

gostermektedir.
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Simdiye kadar, kararli durum floresans siddetlerinin tek dalga boyundaki
emisyonlarindaki degisimlerinin 6lglimleri yeterince bilgi verici degildir. Ancak
izlenebilir olarak protein katlanmalarinda floresans kullammi genellikle basittir. Protein
yapilarimin indikatérleri olarak baghica {i¢ parametrenin izlenmesi gereklidir. Bu ii¢
parametre; emisyonun siddeti ortalama enerji veya emisyonun ortalama dalga boyu ve
polarizasyondur. Daha detayli ve iyi ¢ziimlenmis bilgiler elde edebilmek i¢in bu
parametrelerin karali durum modu gibi zaman ¢oziimlemede aragtinlmadir.

Hsp70 proteinde triptofan olmamasina ragmen alti tane tirozin kromoforu vardir.

Floresans spektrumu ise bize bu kromoforik yapilar hakkinda bilgi verir.
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Sekil 2.13 Hsp70’in tire ile denaturasyon egrisi [26]

Basta sabit bir sekilde devam eden egrinin ilk kismi, eklenen iirenin proteini
denature etmeye basladigini, daha sonra ylikselis gdsteren egrinin ikinci kismui ise
denature olan proteinin kromoforik yapilarindan kaynakli bir sinyal ariginin meydana
geldigini gdsterir. Ve son olarak da yine sabit bir sekilde devam eden tiglincli kismi ise
artik proteinin tamamen denature oldugunu gostermektedir. Urenin yapisi proteine
oldukea benzerdir. Yapisindaki NH bag1 ve CO bagy tireyi protein yapisina benzer kilar.
Proteinin figiinciil yapisum alabilmesi icin gergeklegtirecegi zayif baglanmalan engeller
ve dipeptitilerin olusmasina engel olur. Bundan dolay: protein gerekli yapiy1 alamaz ve

denature olur [69].




2.3.4 FTIR ve Protein Uygulamalar:

Infrared (IR) spektroskopisi ile molekiillerin elektromanyetik enerji ile etkilesimde
bulunulmasi sonucunda meydana gelen molekiiler hareketleri belirlemektedir.
Elektromanyetik spektrumun orta IR araligt (4000 — 400 cm™), bircok islevsel gruba ait
titresimlerden kaynaklanan absorpsiyon bantlarini icermektedir. IR spektrumundaki her
bir absorpsiyon bandi, absorpsiyon maksimumunun dalga numarasi, bant genisligi ve
glicii ile tammlanmaktadir. Bir absorbansa ait dalga numarasi, buna neden olan
molekiiler hareket, kimyasal bagda yer alan atomlar ve ¢evrelerinin konformasyonu icin
karakteristiktir. Diger taraftan bant genigligi ve glici molekiillerin hareket oram ile
dogru orantilidir.

Fourier Déniistimlii IR Spektroskopisi (Fourier Transformed IR Spectroscopy,
FT-IR) yontemi, spektral bilgilerin alisilmig IR spektroskopisine oranla ¢ok daha iyi
¢oztintirlik ile elde edilmesini, hizli, hassas ve dogru analiz yapilmasini saglamaktadir.
Bu yontemle ¢ok bilegenli 6rneklerin ¢aligilmas1 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
bilegenleri (proteinler, lipitler, DNA/RNA ve karbonhidratlar) hakkinda bilgi
edinmemizi saglayan parmak izi gibi tammlayict bir bilgidir. Ol¢timlerin yiiksek
hassasiyeti ve dogrulugundan dolayr mikroorganizmalar: zincir seviyesine kadar

tiplendirebilir {70].

2.3.4.1 Kromoforlar

Peptit baglarim igeren proteinlerin konformasyon ¢aligmalarinda IR spektroskopisinden
siklikla yararlamilmaktadir. Caligmalarn  biiykk ¢ogunlugu 1600 — 1700 om™
araligindaki Amid-I bélgesinde yapilmaktadir.

Peptit baglarmin bu bolgedeki IR isinlarin absorblamasi CCN deformasyonu ile
CN gerilmesinin kiigiik katkilariyla birlikte esas olarak CO gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir [71,72].

Amid-II bslgesi (1500-1600 cm™) esas olarak N-H biikiilme (ve daha az oranda
C-N gerilmesinden) sinyallerini icermektedir. Daha yiiksek ve daha diistik frekansl
Amid bandlart (Amid-A ve B ve III- VI bandlar1) daha zayif siddetlidirler veya daha az
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tanimlanmislardir ve daha az siklikla kullanilirlar. Ancak her biri, belirli durumlarla
yararlanilacak énemli 6zeliklere sahiptirler.

Birgok durumda, Amid-I bandi protein katlanma/katlanmama calismalariin
spektral dzellikleri igin gok biiyilk faydalar saglamaktadir. 1600-1700 cm™ araligindaki
absorpsiyon bandi veren farkli ikincil yapilarin belirlenmesi, normal mode
hesaplamalar sentetik polipeptidlerin farkli cevresel kosullardaki analizlerini ve ikincil
yapilan bilinen proteinlerin detayli ¢alismalarimin kombinezonuna dayanmaktadir [73].

Son zamanlarda kabul edilen sonuglara gore o — heliks 1650 ve 1658 cm™
araliginda absorpsiyon gosterirken, a — helikse ait bandlar 1650 cm’! in asagisindadir ve
yeni hesaplamalar sinyallerin 1640 cm™” in asagisinda bulunabilecegini &nermektedir
[74,75]. Diiz zincirler (B plakasi) genellikle 1620 ve 1640 cm”! (veya daha diistik)
arahginda bir veya daha fazla absorpsiyon bandi vermekle birlikte 1670 ve 1680 cm’”’
araliginda daha zayif band verirler [73]. Dénme ve biikiillmeler 1660 cm™! iizerinde bir
seri pik olusumuna neden olmaktadirlar. Model peptitlerdeki donmeler tizerinde yapisal
galismalarla mevcut bitkiilmelerin dogasiyla ilgili bilgiler saglanmakla birlikle ger¢ek
proteinlerin bu bblgedeki komplekslikleri daha kesin analizleri dnlemektedir.

Amid-I bdlgesindeki calismalardaki zorluklar daha rasgele tipteki yapilarla gok
daha iyi anlasilacaktir [75]. Diizensiz polipeptitler genellikle 1640-1650 cm’!
bélgesinde absorpsiyon olugturmaktadirlar [73] . Ayrica , a heliks yapisina sahip
olmadig bilinen proteinler 1650 ve 1660 cm” arahiginda etkin absorpsiyon gosterirler;
ki bunlar bu bélgede rasgele zincir konformasyonlarinin belirlenmesine yol agarlar [76].

Bu zorluklara ragmen, Amid-I bdlgesi uygun ¢dziintirlik zenginlestirmesinden
sonra proteinlerin ikinci yapi iceriklerinin analizinde etkin bigimde kullanilmaktadir
[73]. Hem egri uydurma hem de 6rnek tanima prosediirlerinin kullanimlari bagarih
sonuclar 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 detayll ¢aligmalar birgok yerde
ozetlenmistir [76]. Amid-II bandimn basit yapisal analizlerde kullamilmasi daha az
kesinlikte bilgiler saglar. Alfa heliks 1550 cm” e yakin bant ve 1520 cm™ de daha zayif

! etrafinda giiglii ve zayif sinyaller

sinyal olustururken B yapist 1530 ve 1560 cm
olugmasina yol agmaktadir. Daha diizensiz yapilar genellikle 1535-1550 cm’ yakininda

absorpsiyon gostermektedirler.

32




Tiim kimyasal yapilar, titresimsel absorpsiyon bantlarina sahip olan kovalent
baglar icermektedirler. Bu nedenle, diger kromoformalarin ¢esitlilikleri,
katlanma/katlanmama c¢alismalar: siiresince proteinlerin, FTIR ile izlenmesine olanak
saglamaktadir. Bunlar, non-Amid bdlgelerinde amino asit yan zincirlerinin zayif
sinyallerini fosfat atiklari, hem gruplari, karbon monoksit ve oksijen igermektedir.
Ayrica karbon monoksit ve oksijen gibi IR sinyallerine sahip olan ligandlar hem
guruplarin baglamrlar ve FTIR ile yaygin sekilde calisilmaktadirlar [77]. Bu baglarin IR
frekanslan ve siddetleri spektral olarak izole edilebildikleri, &l¢iilebildiklerinden ve
bunlarin spektral 6zellikleri protein konformasyonu i¢in duyarll olduklarindan

proteinlerin katlanma durumlarinin izlenmesinde kullanilabilmektedirler [78].
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3. MATERYAL-METOD

3.1 Deneylerin Yapildig: Yer ve Tarih

Bu calisma Cumhuriyet Universitesinde Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali ve
Eczacilik Fakiiltesi = Biokimya A.D. ogretim tiyesi Do¢.Dr. Yusuf Tutar m
laboratuarmda Subat 2012- Aralik 2012 tarihleri arasinda yapilmistir.

3.2 Kullanilan Malzemeler

Acanthamoeba castellanii susu (ATCC 30010), total RNA izolasyon kiti (Roche High
Pure RNA Isolation Kit), cDNA izolasyon kiti(Roche Transcriptor First Strand cDNA
Kit), PCR purification kiti(Thermo), Agaroz jel ekstraksiyon Kkit(Fermentas) ,Tag
polimeraz(Fermentas), DNTP(Fermentas) , DNA ladder(fermentas 1kb), agaroz, PCR
tiipti, 1,5 ml lik ependorf, etanol, Ekspresyon vektorii, subklonlama vektérii, DHS5a ve
BL21DE3 kompedan hiicre, EtBr, pET161 TOPO vektor (Invitrogen).

3.3 Kullanilan Cihazlar

Deneyde Spektrofotometre (Shimadzu, Japonya),  santrifiij (Sigma, Almanya),
elektroforez cihazlar1 (Biorad, Ingiltere), Gradient PCR (Thermo Scientific, Almanya),
Florimetre (Shimadzu), NDSC (Calorimetry Sciences Corporation, ABD), FPLC
(AKTA, ABD), FTIR (Nicolet-520, Almanya), ¢alkalamali inkiibator (New Brunsvick
Scientific, ABD), otoklav (Selecta, Almanya ) kullanildi.

3.4 Acanthamoeba castellanii’ nin Eldesi

ATCC’den gelen Acanthamoeba castellanii susu iizerine E. coli striililp, besleyici
degeri olmayan agar (NNA) plaklarina ekildi ve plaklar 30° C’de inkiibasyona birakildi.
Birkac giin sonra plaklarda trofozoitler gozlendi. Agarin tizerine steril su eklendi ve ze
yardimiyla trofozoitler agarin tizerinden topland: ve total RNA izolasyonu yapmak

iizere ependorf tiiptinde alindu.

34




3.5 Acanthamoeba castellanii’den Total RNA Eldesi

Total RNA bir organizmada bulunan tim RNA’lann izole edilmesidir. Total RNA
eldesinden sonra c¢cDNA elde edebilmek i¢in mRNA’larin ayristirilmasi gerekir.
Okaryotlarda mRNA’larin izolasyonu igin poliA kuyrugu kullanilir. RNA izolasyonu 4

asamada gergeklestirilir:

° Hiicrelerin parcalanmasi

° Niikleoproteinlerin denatiirasyonu

o Hiicre kaynakli riboniikleazlarin inaktivasyonu

. RNA’mn ortamdaki DNA ve proteinlerden ayrilmasi

Riboniikleazlarin inaktivasyonu zordur. En o&nemli riboniikleaz kaynaklari
havadaki kiifler ve kullanicinin elleridir. Bu nedenle izolasyon sirasinda sterilizasyona
cok dikkat edilmeli, izolasyondan hemen sonra RNA’lar hizli sekilde -80 °C ye
kaldirilmalidir.

Total RNA eldesi i¢cin Roch firmasimin High Pure Total RNA izolasyon Kkiti

kullanildi. Izolasyon basamaklar sunlardir:

1. Agar plaklarindan toplanan 4. castellanii 200 ul alinarak, tizerine 200 pl PBS
ve 400 pl pargalama tamponu eklendi ve vortex yapildi.

2. Filtre tipli toplama tiipiine takilarak, drnek tizerine max 700 pl olacak sekilde
pipetle eklendi.

3. 10.000 rpm de 15s santriflij yapildi. Alttaki toplama tiipti atildi, yeni toplama
tiipl takalda.

4. Ayn bir steril 1.5 ml tiipe 90 pl DNA parcalama kiti ve 10 ul DNase 1 eklendi
ve giizelce kanistirildi. Bu yeni karigim filtre tliptiniin tizerine eklendi ve 15dak oda
1s1sinda bekletildi.

5. Uzerine 500ul yikama tamponu 1 eklendi. 10.000rpm de 15sn santrifiijlendi.
Alttaki toplama tiipii atildi, yeni toplama tlipii takildi.
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6. Bunun tizerine 500pl yikama tamponu 2 eklenerek, 10.000rpm de 15sn
santrifiijlendi. Tekrar yeni toplama tiipii takilarak, 200pl yikama tamponu 2 eklendi ve
max hizda 2 dak santrifiijlendi.

7. Toplama tiipii atilarak, yeni toplama tiipii takildi ve RNA’y1 elde etmek i¢in 75ul
Eliisyon Buffer eklenerek 10.000 rpm de 1dak santrifijjlendi. Alttaki ¢ozelti RNA’dr.
RNA ¢abuk bozulan bir molekiil oldugu i¢in izl bir sekilde -80 °C’ye kaldirild.

3.6 cDNA Sentezi

Bir onceki basamakta elde ettigimiz mRNA stabil olmadigimdan, DNA’ya ¢evrilmesi
gerekir. mRNA’min, cDNA’ya ¢evrilmesine ters transkripsiyon “Reverse
Transcription™ veya c¢DNA sentezi “cDNA Synthesis” adi verilir. Bu islemi
gerceklestiren enzim ise ters transkriptaz “Reverse Transcriptase” olarak tanimlanir.
Ters transkriptaz RNA viruslarinda bulunmustur. Ters transkriptaz mRNA’min, poli-T
kuyrugu olan bir primer kullanarak DNA kopyasim ¢ikarir. Bu kopya, cDNA’mn ilk
zinciridir. Reaksiyon sonucu ortamda RNA-DNA melez molekiilii bulunur. Ters
transkriptaz enzimlerinin RNAaz aktivitesi ile mRNA zinciri uzaklagtirilir. Tek iplikli
DNA molekiilii 3> ucundan kendi tizerine katlanarak “TLoop” primer olusturur. Sa¢
tokas1 “Hairpin” yapisinin 3’ ucundan ikinci zincir sentezlenir. S1 nukleaz sa¢ tokasi

yapisini ortadan kaldirir. (Sekil 3.1) [79]
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Sekil 3.1 cDNA sentezi [80]

mRNA’dan ¢DNA elde etmek i¢in Transcriptor First Strand cDNA sentez Kiti

kullanildi. Izlenen basamaklar agagidaki gibidir:

1. 5 pl total RNA, 1 pl oligo-dT ve 7 pl su almarak ependorf tiipiine kondu.
Toplam hacim 13 pl olmalidir. Bu kariggtm PCR cihazina konularak 65°C de 15 dk
bekletildi.

2. PCR’dan ¢ikan 6rnek hemen buza kondu. Ayn bir ependorf alinarak 4 pl 5X
reaksiyon tamponu, 0,5 pl RNase inhibitér, 2 pl dNTPmix ve 0,5 pl enzim alinds,
hafif santrifiij yapilip bir 6nceki basamakta hazirlanan ¢dzeltinin tizerine eklenerek
cok hizli bir sekilde PCR’a konuldu. PCR’da 55 °C de 30 dk, 85 °C’ de 5dk daha
bekletildikten sonra ¢ DNA sentezi tamamlanmig oldu. PCR’dan ¢ikan Ornegimiz
hemen buza konarak tepkime durduruldu. Orek +4 °C’ ye kaldinldi. (+4 °C’de 1-2
hafta giivenle saklanabilir, uzun siire saklanacaksa -20°C’ye kaldirilmalidir, reaksiyon

tiplerinde karisimlar hazirlanirken en son enzimler konulmalidir.)
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3.7 Primer Dizaym

Elde ettigimiz cDNA’lardan Hsp70’in gen bdlgesinin g¢ogaltilmasi igin uygun
primerlerin dizayn edilmesi gereklidir. Bunun i¢in PUBMED veritabanindan daha
once belirlenen protein dizilerinden biyoinformatik teknikler kullanilarak Hsp70’e ait
gen bolgeleri karsilastirildi ve tiniversal primer karnisimlan dizayn edildi.

Primerlerin dizayninda pET161 vektorii igin, forward primerin 5’ .ucuna CACC
bazlar eklendi, reverse primerde ise stop kodonu cikarlarak tersten yazildi, reverse
primerin 5° ucunun CACC bazlarina komplementer olmamasina dikkat edildi. Primer

dizayn edilirken Invitrogen firmasma ait Champion”

M Pet Directional Topo
Expression Kit kullanici katalogundan yararlanildi. Primerin bu sekilde tasarlanmast,

Hsp70 gen bolgesinin ¢ogaltilarak, vektdre bagarili bir sekilde aktarilmasim sagladi.

3.8 PCR

Temelde 3 asamadan olusur;
. -DNA Zincirinin Acilmasi(Denatiiration): Kalip DNA (template DNA), 92-95
°C’de 1-2 dakika tutularak cift sarmal yapidaki DNA iplikcikleri birbirlerinden
ayrilmaktadir.
° Primerlerin A¢ilan DNA Zincirine Baglanmasi (Annealing): Reaksiyon
sicakligimin, 37-65°C’ye diistiriillerek oligoniikleotid primerlerinin a¢ilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismast islemidir. Bu islem,
iiretilecek baz uzunluguna bagh olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir.
. Primer Uzamas:1 (Primer Extesion): DNA zincirleri tizerine yapisan primerlerin
DNA polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir. Tag DNA
polymerase 72°C sicaklikta daha iyi caligtig1 i¢in genel olarak tiim gogaltma islemleri bu
sicaklikta yapilmaktadir.

Bu ii¢ basamaktan olusan iglem 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangigtaki DNA
dizisinden milyonlarca yeni DNA par¢acigi ¢ogaltilir [79,80].
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dd IL,O 1l
Total 25 pl
| 95 °C 5dk (6n denatﬁrasyon) _
95 °C ~ 30sn (denaturasyon)
57-60°C 45sn  (primerlerin baglanmasi) — 35 dongll
72°C 42sn  (uzama)
72 °C 7dk (son uzama) )

3.9 Amplifiye Edilen DNA’nin Tespiti

PCR sonrasit amplifiye isleminin gerceklesip gerceklesmediginin anlasilmasi i¢in jel
clektroforez yapildi. Bunun igin 50ml 1X TAE (Tris, Asetat, EDTA) igerisine 0,5gr
agaroz eklenerek, mikrodalga firnda mise] gdriintiisti kalmayana kadar 1sitildi, daha
sonra sofumaya birakildi, hafifge soguyan jelin igerisine 15ul ethidium bromid
eklenerek, taraklar yerlestirilmis olan tanka dokiildii. Yarim saat donmast beklendikten
sonra taraklar c¢ikarilarak, 6X yiikleme tamponundan 1pl alindi ve iizerine 5ul PCR
{iriinii konarak kuyucuklara yiiklendi. Ayrica bir kuyucuga da marker ytiklenerek, 120
voltda 1 saat yiirtitiildii.

3.10 Cogaltilan DNA’nin pET 161 Ekspresyon Vektoriine Aktarimi

Klonlamada ekspresyon vektdriiniin kullanilmasi, klonlamamn dogrudan yapilmasim
saglamaktadir. Diger vektor tiplerinde oldugu gibi restriksiyon enzimlerine, ligazlara
gerek kalmaz. Klonlama, topoizomerazin DNA ¢ift sarmalimi agir torsiyondan korumak
amaciyla CCCTT niikleotid dizisinden kesmesi ve tekrar birlestirmesi esasina dayanir.

Asagidaki sekilde bu durum gorsellestirilmistir:
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topoizomeraz
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Q’Of
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PCR Griinil |
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A 0 !
{ Tyr-274
) topoizomeraz
e mCCOUUCEOC ATE WNN wen —o— ——= NNN AR GG- ——-
~--GGGAGIGS TAC HNN —-- —-= === KN V22 CC- ---
e&"

Sekil 3.3 Topoizomeraz’in ¢alisma prensibi [82]

CCCTT niikleotid bdlgesinden vektorii kesen topoizomeraz, 5° ucuna CACC
niikleotidi eklenmis PCR firiiniinii vektdre baglayarak, herhangi bir ekstra restriksiyon
ya da ligasyon islemine gerek kalmadan klonlanacak geni vektére aktarir. Vektor 5861
bp tasir ve {izerinde klonlamadan sonra rekombinant olan vektdrlerin segilimine izin
verecek ampisilin direng geni ve yine klonlanan genin ekspresyonunun gergeklesmesini

saglayacak T7 promoter bolgeleri tasir.

T

B DET161/GW/
*  D-TOPO®

\a 5861 bp -

b

w’l B
b
b

- )

Sekil 3.4 pET 161 vektor haritasi [82]

PCR’da ¢ogaltilan ve jel elektroforezi ile dogrulanan gen bolgesinin vektére
aktarim icin pET161 ekspresyon vektorii kullamildi. Aktarim yapilirken oOncelikle

TOPO klonlama reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu karigimda PCR trtni ile vektoriin
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0,5:1 ile 2:1 oraninda bulunmasina dikkat edildi. Reaksiyon karisimi agagidaki tabloya
gére olacak hazirlanarak, hafifce karistirilip, 5 dak oda sicakliginda inkube edildi.

Boylece PCR iiriinti vektore klonlanmis oldu.

Tablo 3.2 Klonlama protokolii

“Taze PCR tiriinii 0.5-4 pl
Tuz s_o_'—lii_sj;(—)nu _ Il
Steril su Sul

TOPO vekior Tl

| Total hacim | 6 ul

3.11 Ekspresyon Vektoriiniin Kompedan E.coli Hiicrelerine Aktarim

Transformasyon islemi icin 42 °C su banyosu, 37 °C inkiibatdr, LB plate (100 pg/ml
amfisilin), oda sicakligina getirilmis S.0.C ve kompedan E.coli hiicrelerinin buzda
¢ozdiirlilmesi gerekmektedir. Hazirliklar tamamlandiktan sonra 3 pl Topo klonlama
reaksiyon karisimu ve bir tiip E.coli karigtirildi. Buzda 5-10 dk inkiibe edildikten sonra
42°C su banyosunda 30 sn bekletildi ve hemen buza kondu. Buzdayken {izerine 250 pl
SOC eklenip, 37 °C’ de 1 saat 200 rpm c¢alkalamali inkiibatorde yatay sekilde 1 saat
inktibe edildi. Bir saatin sonunda 100-200 pul alinip tripton, maya ve NaCl iceren Lowry
Broth (LB) plate’e yayilarak bir gece 37 °C de inkiibasyona birakild.

3.12 LB Besiyeri ve Plate Hazirlanmasi

Kompedan E.col;i hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in LB besiyeri hazirlandi. Her 1 L i¢in 10g
tripton, 5 g maya ve 10 g NaCl, 950 ml suda ¢ézdiiriildii ve pH NaOH ile 7.0 ayarlandi
ve iizerine 15 g agar eklenerek 1lt’ye tamamlandi. Otoklavda 20 dk bekletildi. Bu
siirenin sonunda otoklavdan ¢ikarlarak sicakhigin yaklagik 55 °C’ye ulasmasi beklendi
ve igerisine 100 pg/ml amfisilin eklenerek platelere dokiildi. Inkiibatére kondu ve bir

gece bekletildi.
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3.13 Protein Saflastirilmasi ve Yap1 tayinleri.

3.13.1 Kiiciik ve Biiyiik Hacimde Kiiltiir Hazirlanmasi

Kiiciik kiltiir i¢in 10 ml LB hazirlamp otoklavland:. Yaklasik 55°C ‘ye kadar
sbguduktan sonra 10 pl amfisilin (50 mg/ml) eklenip, igine bir miktar daha &nce
platelere ekilen transformat hiicre, steril kiirdan yardimiyla konulduktan sonra 37°C de
bir gece ¢alkalandi. Ertesi giin sisede bulanma goriildi. Bulanma bize hiicrelerin uygun
sekilde cogaldiguu gosterdi. Ayr bir kapta 11, LB hazirlanip, otoklava kondu. Biraz
soguduktan sonra 1ml amfisilin(50mg/ml) eklendi ve kii¢iik kiiltiirde biiyliyen hiicreler
tizerine eklendi. O.Ds3=0.6-0.7 olana kadar 37 °C de ¢alkalandi. Bu degere ulasildig1
zaman 1L i¢in 2 ml IPTG (0.1 M) eklenip 37°C de 4-5 saat daha ¢alkalandi. Bu siirenin
sonunda biiytiyen hiicreler 5000 rpm de 10 dk 4°C de santrifiijlendi. Santrifiij sonunda

dipte kalan pelet plazmiti tasiyan hiicrelerdir. Bu hiicreler -20 °C de donduruldu.

3.13.2 SDS PAGE icin Hiicrelerin Parcalanmasi

Donmus haldeki hiicrelerin ¢dziilmesi i¢in tizerlerine 1ml NSB (no salt buffer-100ml
0,5M Na3POy4, 4 ml EDTA, 50 ml gliserol, 1L su, PH 7) eklenerek, pipetajla hiicrelerin
tamamen ¢6ziilmesi saglandi. Bu karisundan 50 pl almip ependorf tiipiine konarak,
15000 rpm de 3dk santrifiijlendi. Sivi kisim atilarak tizerine 200 pl SDS konuldu ve
vortexlendi. Sicaklig1 70 °C olan su banyosunda 10dk bekletildi. Tekrar en yiiksek hizda
10 dk santrifiijlendi ve SDS PAGE analizi i¢in hazirlandi. (Amag kolondan saflastirma

vapilmadan 6nce proteinin dogrulanmasidir).

3.13.3 SDS PAGE Analizi

Jelin hazirlanmasi:

SDS-PAGE jeli hazirlanmadan once, camlart su ve deterjan yardinuyla temizlendi.
Yiizeyinde higbir kalinti kalmamasi i¢in % 70°1ik alkol ile silindi. Daha sonra dikey
elektroforez sistemi kuruldu. Ayirma jeli (% 10°luk separating gel) hazirlanarak

camlarimn arasina 1 ml’lik pipet aracilifiyla, yukaridan 2 cm bogluk kalacak sekilde
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dokiildi ve herhangi bir kabarcik olusumunun Onlenmesi ve diiz bir zemin elde
edilebilmesi icin tizerine bir miktar suya doygun biitanol eklendi. Ayirma jelinin
polimerize olmasi i¢in yaklasik yarim saat beklendikten sonra iist jel (% 4’liikk stacking
jel) hazirlandi. Suya doygun biitanol distile su ile yikandiktan sonra, camlarn arasindaki
su kalmtilart 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
icerisinde polimerize olmus jel tank icerisine yerlestirildi ve tank yaklastk 3 cm
yiikseklige kadar 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu (6gr Tris, 28.8 gr Glisin, 0.2 gr SDS
ve 2 L’ye kadar su) ile dolduruldu.

Alt jel ( Ayirma jeli)

° 4 ml distile su

J 2.50ml 1,5 M Tris pH 8.8
. 3.34 ml % 30 Akrilamid

. 100 pl % 10 SDS

. 50 ul % 10 APS

° 10 il TEMED

Ust jel (Stacking-sikilastirma jeli)

. -3 ml distile su

. 1.25 ml 0.5M Tris pH 6.8
o 650 pl % 30 Akrilamid

. 25 ul % 10 APS

. 50 pl % 10 SDS

o 12 ul TEMED

Orneklerin yiiklenmesi:
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Ependorf tiiplerine SDS-PAGE i¢in ayrilmis protein émekleri,
50 pl 6rnek + 50 pl 2X yiikleme tamponu
50 pl BSA + 50 pul 2X yiikleme tamponu
olacak sekilde hazirlamp kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme tamponu, 1ml 0.5 M Tris, 1ml
% 10 SDS, 0.5 ml PB-merkaptoetanol, 1ml gliserol ,0.0065 g EDTA, 0.0004 g
bromfenol mavisi ve 10ml’ye ulasacak kadar su icermektedir.

Omekler kuyucuklara yerlestirildikten sonra jel 150-180 volt arasinda bir voltaj
secilerek yaklasik 45 dk ytrttiildii.

Proteinlerin jel iizerinde goriiniir hale gelmesi-jelin boyanmasi:

Elektroforez bittikten sonra jel sistem f{izerinden dikkatlice ¢ikarildi. Ardindan jel
boyama ¢ozeltisinin igerisine konularak, ¢alkalayicida iyice boyanana kadar bekletildi.
Boyama isleminden sonra jel aritma ¢dzeltisinde bir siire bekletildi ve bantlarin en iyi
goriildiigii noktada distile su ile islatilmig Whatman kagidi tizerinde, jelatin film ile

sarilarak 80 °C’ta 1,5 saat siireyle kurutuldu.

Boyama cozeltisi: 200 ml Metanol, 50 ml Asetik asit, 0.5 gr % 0.25°lik Coomassie
blue ve 250 ml distile su

Aritma cozeltisi: 200 ml Metanol, 50 m] Asetik asit ve 250 ml distile su

3.13.4 Hiicrelerin Parcalanmasi

LB besiyerinde biiyiitiilen hiicreler 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edidi ve elde edilen
cokelek parcalama islemi i¢in hazirlandi. Cokelek “’Breaking Buffer’’(50 mM Tris pH:
6,8, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA ve %5 gliserol.) ¢ozeltisi ile g¢oziilerek mekanik
parcalayic1 bead-beater’a yerlestirildi. Pargalayiciya ¢6zelti konulduktan sonra hiicreleri
parcalamast i¢in 0,5 mm’lik Zirconia/Silica Beads eklendi. Pargalayici 4 °C de 3-5 dk
siiresince 1 dakika ara verilerek hiicreler parc¢alandi. Parcalama tamamlandiktan sonra
elde edilen ¢ozeltide proteinlerin yam sira hiicre duvari, hiicre zari, organeller, lipidler

v.b. bulundurdugu i¢in 14000 rpm de 4 °Cde 10 dakika santrifiij edilerek uzaklagtirildi.
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Santriflij sonrasinda elde edilen gokelek atildi (hiicre duvari, hiicre zari, organeller,
lipidler v.b. igeren) ve ¢ozelti (protein, DNA v.b igeren) saflagtirma iglemi i¢in -20 °C
de saklands.

3.13.5 Hsp70 Proteininin Saflagtirilmasi

Proteinler tek asamali Nikel kolon saflagtirma isleminden gegirildi. Alkolle stispansiyon
halindeki recine santrifiij edilerek alkol uzaklagtirildi ve su ile yikanarak alkol ile suyun
yer degistirmesi saglandi. Bu islem iki kere daha tekrarlandi. Son olarak da regine iki
kere miktarinm yaklagik ii¢ kat1 kadar tamponla yikand: ve tekrar tamponla stispansiyon
olusturularak kolana yiiklendi. Pargalanmug protein ¢ozeltisi kolona yiiklendi. Reginenin
proteini tamamen tutmasi i¢in protein ¢dzeltisi iki kere kolona yiiklendi. Fraksiyon
toplayic ve Peristaltik pompa da diizenege yerlestirildi. Degisik derisimlerde imidazole
¢ozeltileri (100 mM-500 mM) hazirlanarak bir gradient olusturmak igin kolandan
gecirildi. Bu sekilde proteinlerin ayrilmasi ve kolondan sryrilmasi saglandi. Fraksiyon
toplayicr ile kolonundan ornekler toplandi. Birbirinden aynlnus proteinler kolondan
farkl zamanlarda ciktizindan karisim halinde bulunan proteinler birbirinden ayrilmig
oldu. Fraksiyon toplayicr ile ayrilmig olan protein omekleri UV- spektroskopisinde 280
nm dalga boyunda absorbsiyonlan1 okundu. Yiiksek degerli pikler veren fraksiyonlar
poliakrilamid jele yiiklendi (SDS-PAGE).

3.13.6 Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile A4.castellanii Hsp70’
inin Yap1 Analizi

Elde edilen protein g¢ozeltisi, hazirlanan peletlerin (0,1g Potasyum Bromiir (KBr)
havanda doviildii uygun presleme kabina alinarak 10 bar’lik basing altinda preslendi)
{izerine damlatilarak FTIR spektroskopisinde Amid-I bolgesinde (1600—1700cm'1)
spektrumu alindi. Bu yolla Hsp70 proteininin Amid-I bolgesinde spektrumlar alindi.
Protein icin 1,8M’lik ATP ve 0,95M’lik ADP varliginda bu deneyler tekrarland.

Bu proteinler tiimii ile a-heliks, timii ile B-sheet ve karma yapilardan olusmaktadirlar.
FTIR sinyali proteindeki kromofor bandlarimn ¢akigmasi sonucunda tek bir absorpsiyon
band1 verdiginden dolayi ikincil yapilarin verdigi sinyaller niimerik analiz ile belirlendi

ve proteinin apo ve holo halleri karsilagtiraldi [26].
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3.13.7 AcHsp70 Proteinlerinin Florimetre Spektroskopisi ile Denaturasyon
Deneyleri

Saflastinlarak elde edilen proteine 6M’lik iire ¢6zeltisi eklendi. Florimetrede 290nm’de
uyarilarak 300—500 floresans arahgmnda ve 5-5 nm yarik aralifinda emisyon spektrumu
alindi. Daha sonra bu ¢ézeltilere 1.8M’lik ATP (adenozin tri fosfat) ve 0.95M’hik ADP
(adenozin di fosfat) eklenip aym parametreler kullanilarak spektrumlari alindi. Elde
edilen bu spektrumlardan en ytksek floresans degerlerine karsilik gelen 343 nm tespit
edildi. Farkli iire ve niikleotit derisimlerinde proteinler titre edilerek floresan degerleri
elde edildi. Titrasyon egrisinden katlanmis / katlanmamus protein oranlari tespit edilerek
serbest enerji degerleri hesaplandi. Bu degerler tre derigiminin sifir oldufu “y”
eksenine ekstrapole edilerek proteinin termodinamik kararliligi hesaplandi. Grafikten 1

ve 2 numaral esitlikler kullanilarak proteinlerin karaliliklar: hesaplandi.

Fu= (YF-Y)/(YF-YU) §))

FF = (Y-YU) /(YF-YU) )

° FF = Katlanmis (baglangigtaki) protein orami

. FU = Katlanmamis (denature olmus) protein oram

. YF = Katlannus proteinden kaynaklanan maksimum floresans
. Y = Denaturasyon egrisinde herhangi bir nokta

. YU= Katlanmis proteinden kaynaklanan minimum floresans

Bu degerlerden asagidaki K (denge sabiti) her bir tire derisimi igin hesaplandi.

e K =FU/FF 3)

Son olarak da hesaplanan K degerlerinden AG degerleri hesaplandi.

. AG = -RTInK )

Bu degerler x = 0 noktasma ekstrapole edilerek iiresiz ¢ozeltideki proteinin Gibbs

serbest enerjisi hesaplandi.
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3.13.8 UV-VIS Spektroskopisi

3.13.8.1 Sondiirme (Quenching )

Hsp70 proteininde triptofan olmamasima ragmen alti tane tirozin kromoforu vardir.
Akrilamid ve potasyum iyodiir ile sondiirme yapilip farkli bolgelerde yer alan bu
kromoforlarin farkli kosullarda ne kadariun proteinin icine gémiiliip ne kadarinin
yiizeye ¢ikacagi hesaplandi ve yapisal degisiklikler tespit edildi. Ksv (Stern-Volmer)
degerleri olast konformasyonel degisikliklerde protein kromoforlarmin gevresindeki

degisimlerin bir gdstergesidir.

Fo /F = 1+Ksv (Q) 3)
° Fo=Protein floresans:

° F = Sondiiriicii eklendikten sonraki floresansi

° K = Sondiirme sabiti

s Q = Sonduriict derisimi [26]

3.13.9 Lusiferaz Katlanma ve Termal Agregasyon Deneyleri

6 M’lik iire ¢ozeltisi hazirlandi. Ure ile denatiire edilen lusiferaz iki balhk tiiriinden
ekstrakte edilen ve DEAE iyon degisim kromatografisi ile saflagtirilan Hsp70’ler ile
seyreltilerek liisiferaz test ¢dzeltisinde renaturasyonu hesaplanmistir. Kor olarak Bovine
Serum Albumin (BSA) kullamilnustir, Lisiferaz kemiliiminesans 6zelligi oldugu igin
katlanma orami liiminometre (Biofix lumi-10 Macherey—Nagel luminometer) ile takip

edildi[33].

3.13.10 ATP Hidroliz Deneyi

ATPaz reaksiyonu sonucunda substrat olan ATP’nin, ADP ve inorganik fosfata (Pi)
parcalanmasiyla agia ¢ikan Pi’nin kolorimetrik olarak molibdat coktiirmesiyle
belirlenmesi esasmma dayanan bu yontemde reaksiyonun birinci basamagini standart
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ATPaz reaksiyonu olusturmaktadir. ATPaz reaksiyonunda, 50 mM Tris-Cl (pH 8,0),
400 mM NaCl, 4 mM MgCl,, 2 mM ATP ve 10 pg/ul saf enzim kullanilip 500 ml son
hacimdeki reaksiyon bakterinin biiylime sicaklifi olan 55°C’de 15 dakika siire ile
yiiriitiilecektir. Reaksiyonun ikinci basamaginda ise, ATPaz reaksiyonu sonucu olusan
Pi’nin dolayisiyla ATPaz aktivitesinin belirlenmesidir. Birinci basamakta elde edilen
reaksiyondan 20 pl alinarak 1,5 ml ependorf igerisinde 500 pl tampon 1 (litrede 100 g
TCA, 10 g Thiourea, 30 g Mohr tuzu (ferrik amonyum stilfat = FAS-6H,0)) eklenecek
ve oda sicakliinda 10 dakika bekletildikten sonra 13.000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenerek siipernatant yeni bir tiipe alinacak. Uzerine tampon 2 (200 ml’de 45 ml
konsantre H;SO4, 22 g amonyum molibdat) eklenip karigum 1 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibesi ile enzim igermeyen reaksiyon karsimi kor olarak kullanilarak
fosfor standardi (5 mg/100 ml fosfor standardi olarak 0,2197 g/l KH,PO,) ile birlikte
ODggo Olgiimleri yapilip, enzimli ve enzimsiz reaksiyonlar arasindaki fark alinarak
enzimin saliverdigi Pi miktari, mg/100 ml olarak hesaplanacaktir. Bu aym zamanda
enzimin ATP’yi parcalama degeri olarak alindi. Kullanilan formiil asagida verilmistir.

Reaksiyon farkinin absorbansi / Standart reaksiyonun absorbanst (mg/100 ml fosfor

olusumu )=
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Dizayn edilen primerler ile elde edilen PCR iiriinti dizi analizine génderilip asagidaki

sonug elde edilmistir.

ATGGCGGACTCTCCTGCTGTGGGTATTGACCTTGGCACCACCTATTCTTGCGTAGGTGTGT
GGAAGAACGATGCTGTGGAAATCATCGCGAACGACCAGGGAAACAGGACGACCCCGTCCT
ACGTCGCGTTCACCGACACGGAGAGACTTGTCGGTGATGCTGCGAAGAACCAAGTCGCAC
GCAACCCGGAAAACACCATTTTCGATGCCAAGCGCCTAATCGGTCGCAAGTTTGATGATCC
CTCGGTCCAGTCGGACATGAAGCATTGGCCATTCAAGGTCATTGCTGGTCCGGGAGACAA
GCCCCTCATTGAAGTCACGTACCAGGGAGAGAAGAAGACGTTCCACCCTGAAGAGGTTTC
CGCCATGGTTTTGGGCAAAATGAAGGAAATCGCGGAGGCTTACCTCGGCAAGGAAGTGAA
GGAGGCCGTCATTACCGTTCCTGCGTACTTCAACGATTCGCAGCGTCAGGCTACCAAGGA
TGCTGGTACCATTGCCGGCCTCAGCGTCCTCCGCATTATCAACGAGCCCACAGCGGCTGC
CATTGCTTATGGTCTGGACAAGAAGGGCTGCGGTGAGATGAACGTCCTCATCTTCGACATG
GGTGGCGGTACGTTCGATGTGTCGCTGCTTACAATCGAAGACGGTATCTTTGAAGTCAAG
GCCACCGCTGGTGACACCCATCTTGGTGGTGAAGATTTCGACAACCGTTTGGTGGACTTCT
GCGTCCAGGACTTCAAGCGCAAGAACCGCGGAAAGGACATCAGCACCAACAGCCGTGCC
CTTCGTCGCCTGCGTACCCAGTGCGAGCGCACCAAGAGAACTCTCTCTAGCAGCACTCAG
GCAACCATCGAAATTGACTCTCTTTTTGAGGGCATTGACTACTCTGTGTCTATCTCTCGTGC
GCGCTTTGAGGAGCTTTGCATGGACTACTTCCGCAACTCCCTGTTGCCCGTCGAGAAGGT
CCTCAAGGACTCTGGTATTGACAAGCGCTCGGTCAGCGAAGTTGTGTTGGTTGGTGGATC
TACCCGTATCCCCAAGATTCAGCAGCTCATCACTGACTTCTTCAACGGAAAGGAGCCGTGC
AGGTCGATCAACCCCGATGAGGCCGTTGCGTACGGTGCTGCTGTCCAGGCAGCGATCTTG
AAGGGAGTTACCAGCTCTCAGGTGCAGGATTTGCTTCTTCTGGATGTTGCGCCTCTCTCTC
TCGGTCTGGAGACAGCTGGTGGTGTCATGACCAAGCTGATTGAAAGAAACACGTGGCGTC
ATGACCGCGCTCATCCCCCGCAACACCACCATCCCCACCAAGAAGACCCAGGTCTTCTCC
ACCTACTCGGACAACCAGCCCGGCGTGCTCATCCAGGTCTACGAGGGCGAGCGTGCCAT
GACCCGCGACAACAACCTCCTCGGCAAGTTCGAGCTCTCGGGCATCCCCCCCGCGCCCC
GCGGTGTGCCCCAGATCGAGGTCACCTTCGACATTGACGCCAACGGTATCCTCAACGTCA
ACGCCGCCGACAAGACCACCGGTCGCTCCGAGAAGATCACCATCACCAACGACAAGGGC
CGTCTCTCCAAGGAGGAGATCGAGCGCATGGTCAAGGAGGCCGAGAAGTACAAGAACGA
CGACGAGAACGCCAAGGAGAAGGTCGAGGCCAAGAACGCCCTCGAGAACTACGCCTACA
CCATGCGCAACACCATCCGCGACGACAAGATCGCCTCCAAGCTCGACTCGGGCGACAAGT
CCAAGATCGAGGAGGCCGTCGACGCCGCCATCAAGTGGCTCGACACCAACCAGACCGCC
GAGAAGGACGAGTTCGAGCACAAGCGCAAGGAGCTCGAGGACCTCTGCAACCCCATCTTC
ACCAAGATGTACCAGGGTGCCGGCGGCGCTGGCGGCATGCCCGACATGGGCGGCATGG
GCGGCGGCTTCCCCGGCGGTGCTGGCGGTTTCCCCGGCGGCGCGGCTCCCGGCGGTGE
TGCCCGTCCCTCTGGCGGTT
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4.2. PCR iiriiniin agaroz jel ile goriintiilenmesi

Elde edilen PCR iiriinii %1 lik agaroz jelde 1 kb lik DNA ladder kullanilarak

gériintiilenmistir. Uriin yaklagik 2000 bg uzunlugundadir.

(— 2000 be

AcHsp70 DNA Ladder

Sekil 4.1. PCR iiriinii agaroz goriintiisii.

4.3. AcHsp70 Proteininin SDS-PAGE jel ile goriintiilenmesi

>
—-—

72 kDa --—-

LRl
!

protein marker AcHsp70 Proteini

Sekil 4.2 AcHsp70 SDS-PAGE jel goriintiisii
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4.4 Fluoresan Spektroskopisi:

4.4.1. Emisyon Spektroskopisi:

Fluoresan spektroskopisi proteinlerdeki kromoforlarin emisyonunu kullanarak protein
yapisinda meydana gelen konformasyonel defigim tayininde oldukca etkin bir
yontemdir. Bu 6zellikten yararlanarak izole ettigimiz Hsp70 proteininin ATP, ADP ve
niikleotit yoklugunda emisyon spektrumlarim aldik (Sekil 4.3.1). Nikleotit varhginda
10 nm lik kirmiziya kayma gozlemlenmesi, Hsp70 proteininin ligand baglanmasi ile
konformasyonunun degisimini gostermektedir. Niikleotit varligi protein spektrumunu
sondiirmesi (quenching) sinyalde azalmaya sebep olmustur. Bu sondiirme tamamen

hidrolize niikleotit (ADP) varliginda daha fazladir.

140
120 -
100
80 - & 7 “

&0

Fluoresans
Y
|I1
}
/
/

i e
40 P S -~

204 -7 e

300 320 340 350 Jel 400

Dalga Boyu, mn

Sekil 4.3 Hsp70 proteininin ATP (kesikli ¢izgi), ADP (kesiksiz ¢izgi) ve niikleotitsiz
(nokta) hallerinin i¢sel emisyon spektrumu. Uyarma 290 nm dalga boyunda yapilip giris
ve ¢ikig yanklart 5 nm dir.
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4.4.2. Denaturasyon:

Gibbs serbest enerjisi proteinlerin kararhiliklari i¢in iyi bir élgtidiir. Bu termodinamik
verinin hesaplanmas1 igin proteinlerin renatiire olmasi gereklidir. Diger tirlerde
gozlemlendigi gibi bu caligmada kullanlan Hsp70 renatlire olmamustir. Dolayis1 ile
Gibbs serbest enerjisi hesaplanamamstir. Farkli kosullar (iyonik siddet, pH, farkli
tampon sistemleri) Hsp70 proteininde renaturasyonu saglayamamgtir. Benzer sonuglar
nanoDSC ile de elde edilmistir. Sicaklik-basinca dayali denaturasyon iglemleride asit
bazli denaturasyon ile aym sonucu vermisgtir. Bunun bir sebebi Hsp70 yapilarmin
oldukea hidrofobik yapilara baglanmasidir. Kendi yapist bozulan Hsp70 bir digeri i¢in
substrat oldugundan Hsp70 muhtemelen oligomerlesmekte ve sonra kiimelesmektedir.
Sekil 4.3.2 ye baktigimizda ikincil yapilarin muhtemelen 2 M tre konsantrasyonunda

bozulmaya baslandig1 gdzlemlenebilir.
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Sekil 4.4 Hsp70 yapisinin farkli tire konsantrasyonlannda bozunmasi.

4.4.3. Sondiirme deneyleri:

Akrilamit sondiirme deneyleri 290 nm eksitasyon saglanarak akrilamit kaynakl
girisimlerin 6niine gegilmis oldu. 1M stokdan titrasyon yapilarak deneyler tekrar edildi.
ADP konsantrasyonu 2 mM alindi ve emisyonlar 332 nm de kaydedildi. Ttim deneyler
oda sicakliginda gerceklegtirildi. Analizler Fo/F: 1 + K [Q] Stern—Volmer formiiliine
gore yapildi. Fy ve F akrilamit yoklugunda ve varhgndaki fluoresan siddeti, [Q] molar
konsantrasyon ve K Stern—Volmer sabitidir.

Akrilamit nitkleotit varligi ve yoklugunda benzer sekilde etkimis ve K degerleri
0,315 ve 0,225 M! olarak hesaplanmustir. Bu hesaplamalar kromofor ¢evresinin ligand

baglanmasi ile oldukea farkli degisimler vermedigini gostermektedir (Sekil 4.3.3). ATP
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niikleotidi ADP ye cevrildiginden ve agirisinn séndirmeye katkist oldugu igin

hesaplamalar sadece ADP niikleotiti ile yaptlnustir.

35 -
30 | ’/,s
4
/!// F
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Sekil 4.5 Akrilamit sondiirme deneyleti. Hsp70 (e), Hsp70 ve ADP (A).

4.5. Luminesans spektroskopisi:

Liiminesans rasgele bir isimm yéntemi olmasina ragmen Gzellikle kalabalik
makromolekiil ortamlarinda oldukea etkili bir yéntemdir. Liiminesans veren dogal bir
rotein olan liisiferaz oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir.

Hsp70 proteininin en nemli fonksiyonlarindan birisi protein katlamak olmast
sebebi ile tire ile denatiire edilip seyreltilen liisiferaz Hsp70 ile muamele edilerek
proteinin katlama derecesi hesaplanmigtur.

Hicbir etmen olmadift zaman liiminesans hep aym kalmasina ragmen ortama
Hsp70 ilavesi agregasyonu kismi olarak engellemistir. ATP ilavesi ile Hsp70 in
etkinligi ve katlama orani artmistir. Hsp70 hiicrede diger proteinlerle koordine oldugu

i¢in hiicre sitozoli ilavesi ile katlanma maksimum hale gelmistir (Sekil 4.4.1).
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Sekil 4.6 Hicbir etmen yok (@), Hsp70 (¢), Hsp70 ve ATP (a), Hsp70 ve sitozol (A).

4.6 ATP hidrolizi

ATP hidrolizi Hsp70 proteinlerinin islevi i¢in nemli bir gostergedir. Tezin bu kisminda

Hsp70 proteinin ATP hidroliz oranlan kontrol edildi ve eslenik analizlerin fosfat dlgme

metoduna gore daha duyarli oldugu gozlendi. ATP hidrolizi ilk 10 dk lineer artsada 20

dk sonra sabit bir konsantrasyona gelmistir ($Sekil 4.5.1).
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Zaman, dakika

Sekil 4.7 Eslenik analiz ile ATP hidroliz tayini.

4.7 FTIR analizleri

Amid II bolgesi (1700-1600 nm) bolgesi kullanilarak Hsp70 proteinin yapisinda

meydana gelen degisimler incelenmistir (Sekil 4.4.1 A. Hsp70, . Hsp70 + ATP, C.

Hsp70 + ADP). FTIR spektrumlarinda ikincil yapilar értiisttigii i¢in Peak Fit programi

ile analizleri yapilan spektrumlarda niikleotit ilavesi ile %2 o-heliks-> p-tabaka

déniigiimii gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.8 Niikleotid varlig1 ve yoklugunda Hsp70 FTIR spektrumlar



5. TARTISMA- SONUC

Hiicresel stres dncelikli olarak hiicrenin fonksiyonlarimi yerine getiren askerleri yani
proteinleri etkilemektedir. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarindaki kiigiik degisimler dahi
fonksiyonlarmi yitirmelerine sebep olmaktadirlar. Organizmalar proteinlerin yapilarin
korumak icin farkln taktikler gelistirmislerdir. Bunlarin igerisinden en etkin metot
proteinlerin dogal ti¢ boyutlu yapisina kavugmasini saglayan 1s1 sok proteinleridir (Hsp).
Hsp protein katlama mekanizmasimn en Snemli parcasi Hsp70 protein ailesidir.
Hsplerin birden fazla biyokimyasal rolleri vardir fakat en o6nemlileri substrat
proteinlerin katlanmas, katlanamamasy halinde degredasyona gonderilmesidir.
Daha 8nce cogu organizmada ¢aligilmasina ragmen 4. castellanii de hic calisilmamastir.
Bu tez calismast ile 4. castellanii’den izole edilip rekombinant DNA teknolojisi ile agir1
cksprese edilen Hsp70 kolon kromotografisi ile saflastinlip, biyokimyasal ozellikleri
incelenmistir.
Hsp70 tirler arasinda korunmasi nedeniyle birgok organizmada universal olarak
bulunmaktadir. Hsp70 ler sadece hiicrenin bir kompartmaninda lokalize olmayip ayni
kompartmanda birden ¢ok redundant formu bulunabilmektedir. Farkli koordine
proteinler ile etkilesen bu formlarin farkli fonksiyonlars oldugu diisiintilmektedir.
Bu calismada Hsp70 proteininin olasi konformasyonel degisikliklerin incelenmesi ile
baslamistir. Nitkleotid varhgmda proteinin floresan 151111alé.r1 karsilastirilimis  ve
konformasyonel degisimin daha ¢ok ii¢ boyutlu yapida oldugu gorillmistiir. Hsp70 deki
ATPaz tnitesine niikleotidin baglanmas ile bir sinyal olusmakta ve bu sinyal substrat
baglama domainine ulagarak, substratin katlanmasi i¢in hidrofobik ortam olusmaktadir.
Kromoforlarin sulu ortama ¢ikmasi yada proteinin igine gOmiilmesi katlama
mekanizmasmmn isleyisi swrasinda protein yiizeyindeki degisimlerin belirlenmesi
acisindan Snemlidir. Bu amagla sondiirme deneyleri, floresan ve FTIR deneylerini
desteklemistir. Kromoforlara niikleotidin etkisi oldukga kiigiiktiir, Konformasyonal
degisim proteinlerin ylizeyinden ziyade Uniteler arasi etkilesimle olmaktadir. Hsp70
proteini renature olmadig1 igin DSC deneyleri yapilamamustir.

FTIR deneyleri proteinlerin ikincil yapilarmnda belirgin bir degisme olmadigim
Snermistir. Yani konformasyonel degisimler globiiler yapida gdzlemlenebilir. Sondiirme
deneyleri niikleotid varhgmnda derisim gOstermemesi proteinlerin  “rigid body

movement” kati yiizey hareketi yaptiginin bir gdstergesidir. Nikleotidler hidroliz
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sonrast sinyali substrat baglanma tinitesine iletmesi proteinde belirgin konformasyonel
degisim gostermeden olugmaktadir.

Plasmodium falciparum’da (P) son yillarda yapilan deneylerde bu parazitin
enfeksiyon isleminde Hsp proteinlerinin etkin bir gdrev yaptigi agiga cikarilmistir.
Ozellikle eritrositlerde yapilan galismalarda Pf nin Hsp yapisi diger organizmalar
benzedigi icin immiin sisteminin yamlgisina sebep oldugu ve enfeksiyona yol agtify
rapor edilmigtir [83].

Protozoanlar diger organizmalarda oldugu gibi stres kosullarmin olusturdugu hasarlar
minimize etmek icin biyokimyasal ve molekiiler yamt verebilirler. Bu yamitlann
arasinda 1s1 sok proteinleri en 6nemlisidir. Protozoanlarda farkli HSP aileleri belirlenmis
ve en Snemli iiye 70 kDa lik Hsp70 oldugu belirlenmistir. Protozoonlardaki bu
molekiller saperonlar okaryot organizmadakilere benzer. Hsp70 ler parazitik
protozoonlarda ve heterosenik tripanosomatit parazitlerinde (Irypanosoma and
I eishmania) yaygin olarak ¢alisilmustir. Clinkdi bu parazitler yasam dongiileri boyunca
majdr sicaklik farkhiliklarina maruz kalirlar. Omurgasiz vektorlerden (ektotermal)
memeli konaklarna (endotermal) gegtiklerinde sicakhk farkliliklan ile kargilagirlar ve
klasik 1s1 sok cevabma maruz kalip 1s1 sok protein sentezi yaparlar. 6me§in
Trypanosoma cruzi de HSP70 seviyeleri 28 °C den 37 °C ye ¢iktiginda 4 kat artar [84].
Sicaklik degisimi ile artan sentezinin yaninda, parazit HSP leri yasam donglistindeki
diferansiyasyon-baskalagim siirecinde de etkin gdrev alirlar. Ormek olarak Leishmania
major un promastigot-amastigot transformasyonu verilebilir [85].

HSP70 in yiksek seviyede ekspresyonu Toxoplasma gondii nin bradizoit-takizoit
gecisinde de gdzlemlenmektedir [86].

Parazit HSP70 antijen olarak da gorev yaptig1 ve konagin immiin sistemine yamt oldugu
Trypanosoma cruzi de gdsterilmistir [87]. Patojenik Entamoeba histolytica’ nin
trofozoit formunun Hsp70 proteini invaziv amoebiasis hastalarinda immiin cevaba
sebep olmustur. Ayrica insan Hsp70 ile %70 sekans benzerligi bulunmaktadir [88].
Parazitlerin aksine Hsp70 ler serbest yasayan protozoonlarda daha az ¢alisilmustir.
Amoeba proteus ve A. Borokensis 1s1 sok proteinleri ile galigma yapilmugtir [89].

Acanthamoeba parazitinin yedi susundan sadece ikisi konstittif HSP70 eksprese
etmis ve bu fark farkli 4canthamoeba suslanmin potansiyel patoj enitesine baglanmistir
[90].

Acanthamoeba hava, toprak ve suda yasayan farkli tiirlerden olugmaktadir. Bu

amipler diinya ¢apinda yaygin olarak bulunmaktadir. Yiksek sicakliklar ve bakteriyel
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besinleri gibi cevresel faktérler Acanthamoeba’ min olugmasina yardimet olurlar. Bir¢ok
Acanthamoeba farkli kirlilik yerlerinden izole edilmistir. Farkli kosullarda sag kalimlar
morfolojik ve fizyolojik adaptasyonlarindan kaynakhdir. Bu ¢aligma 4. castellanii de
HSP70 proteini iizerine bir ilk galigma olmustur. Stress altinda in vitro da yapilan bu
¢alisma ile tniversal olarak korunan Hsp ailesinden Hsp70 ¢alisilmig ve analog ve
ortologlari ile benzer biyokimyasal etkilige sahip oldugu belirlenmistir. Bu calisma A.
castellanii yasam dongiistinde Hsp70 in dnemi ve olasi rolleri igin bir baslangic
olmustur. Hsp70 ile stres karsisinda adaptif mekanizma biyokimyasal ve molekiiler
seviyede caligilmigtic. HSP70 in biyokimyasal fonksiyonellifine ragmen arastirmacilar
yogunlukla bakteri ve cok hiicreli hayvanlarda caligmalarim yogunlagtrmistir. Bu

calisma ile literatiirde eksikligi hissedilen farkli bir organizma mercek altina alinmustir.
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