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OZET

Doktora Tezi

INSAN BEYIN ASETILKOLINESTERAZ ENZIMININ KLONLANMASI, E.
coli’de EKSPRESYONU ve ENZIMIN KARAKTERIZASYONU

Hamid CEYLAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Anabilim Dali
Genetik Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Asetilkolinesteraz (AChE), sahip oldugu ¢oklu fonksiyonlarindan ve 6zellikle kolinerjik
sistemde {istlenmis oldugu 6nemli roliinden dolay1 dikkat ¢ekmektedir. Bu ¢alismada,
insan beyin AChE cDNA’s1 pET SUMO vektoriine klonlandiktan sonra protein iiretimi
gerceklestirildi. Olusturulan rekombinant konstrakt ¢apraz PCR ile dogrulandi. Elde
edilen rekombinant klon Escherichia coli BL21 (DE-3)’de ifade ettirildi. izopropil p-D-
1-tiyogalaktopiranozit (IPTG) indiiksiyonu ile iiretilen hekzahistidin (6xHis) kuyruguna
sahip fiizyon proteini nikel (Ni?") afinite kromatografisi ile saflastirildi. Anti-His
antikorlar1 kullanilarak yapilan western blot sonucunda yaklasik 90 kDa’luk flizyon
proteini tespit edildi. Ellman metodu ile yapilan aktivite deneylerinde optimum sonug
pH 9 Glisin-NaOH tamponunda, oda sicakliginda elde edildi. Kinetik parametre, Ky ve

Vmax, degerleri sirast ile 0.63 ve 0.69 olarak bulundu.
2016, 91 sayfa

Anahtar  Kelimeler:  Asetilkolinesteraz,  klonlama, rekombinant protein,
karakterizasyonu
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The molecular structure of acetylcholinesterase (AChE) attracts respectable interest,
because of its versatility and significant role in cholinergic system. The objective of the
present study was to clone full-length cDNA sequence of human brain
acetylcholinesterase (hAChE) into pET SUMO vector and expressed successfully. The
integrity of the constructed plasmid was confirmed by cross PCR. This recombinant
clone was over expressed in Escherichia coli BL21 (DE-3). In this work, we produced
hexahistidine (6xHis) tagged fusion protein by Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) induction and purified using nickel (Ni**) affinity chromatography. Using anti-
His antibody, we detected ~90 kDa fusion protein. The expression of the hAChE gene
in a microbial host resulted in good biological activity. Using Ellman method, the
recombinant AChE exhibited activity with optima at pH 9.0 glycine-NaOH buffer and
room temperature. Kinetic parameters, Ky and Vmax, determined as 0.63 and 0.69,

respectively.
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1. GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Canliligin temel oOzelliklerinden olan ve bir¢cok farkli ¢esitte gerceklesebilen
reaksiyonlar enzim olarak adlandirilan katalizorler araciligi ile yiirttiiliirler. Teknoloji
ve Ozellikle informatik alanindaki gelismeler bu araci molekiillerin yap1 ve islevleri
tizerinde istenilen degisikliklerin yapilarak daha etkin kullanilmalarini miimkiin
kilmaktadir. Ozellikle molekiiler teknikler kullanilarak dogal ortamlarma oranla daha
yiiksek kapasitede calisan enzimler iiretilmektedir. Bu {iriinler ¢ok genis bir kullanim
yelpazesine hizmet etmektedir. Giiniimiizde enzimler tip, gida ve ¢evresel amaglar igin
kullanilmakta ve bahsi gecen bu alanlarin tiim kademelerinde kendilerine yer

bulabilmektedirler.

Mevcut enzimlerin bu sekilde gelistirilmesi; zaman alan iglemlerin hizlandirilmasi, in
vitro ortamda c¢aligsmaya izin vermesinden dolay1 ilag gelistirilmesi ve canlida meydana
gelen olaylar taklit etmeye imkan saglamasi gibi 6zelliklerinden dolayr doga bilimleri

alanlar1 igerisinde oldukg¢a 6nemli bir konuma sahip olmustur.

Yukarida da ozetle bahsedildigi lizere gen, protein ve enzim miihendisligi gibi giincel
alanlardaki gelismeler canlilarda meydana gelen olaylar hakkinda yorum yapabilme ve
aydinlatilmayr bekleyen mekanizmalara 151tk tutma imkani saglamaktadir. Bu
caligmalarla elde edilen veriler dogrultusunda giiniimiizde birgok hastaliga yonelik

terapotik yaklagim gelistirilerek insanligin hizmetine sunulmaktadir.

Hastaliklarla baglantili enzimlerin saflastirilmasi, klonlanmasi ve karakterizasyonu ile
biyokimyasal kimliklerinin tanimlanmasi {izerine yapilan c¢aligmalara ilgi gittikce
artmaktadir. Elde edilen rekombinant {irlinler en az canlidaki dogal halleri kadar islevsel

olabildikleri i¢in yapilan ¢alismalarin kabul edilebilirligi de o dl¢iide 6zgiin olmaktadir.



Bu rekombinant liriinlerin dogal ortamlarina kiyasla daha yiiksek miktar ve aktivite

degerleri ile liretilmesi ticari agidan da oldukca 6nemli kabul edilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi bdylesi biiyiik bir 6neme sahip enzimleri daha diisiik
maliyet ve daha yiiksek miktarlarda elde etmeye imkan sagladigi i¢in gliniimiizde yogun
bir sekilde kullanilmaktadir. Arzu edilen gen parcasinin bir tastyict (vektor) araciligr ile
yine uygun bir konaga transferi sonucu elde edilen protein uygun yontemlerle
saflagtirildiginda laboratuvar ortaminda kullanilabilir hale gelebilmektedir. S6z konusu

strateji verimliligin yan1 sira daha diisiik bir maliyetle tiretimi de saglayabilmektedir.

Mevcut calismada, sahip oldugu klinik 6nem ilerideki boliimlerde de verilecek olan
literatlir bilgileri ile kanitlanmis olan asetilkolinesteraz enziminin rekombinant DNA
teknolojisi  kullanilarak iretilmesi ve biyokimyasal Ozellikleri incelenmesi

amagclanmistir.

1.2. Norodejenerasyon

Norodejenerasyon, insan beynindeki noronlarin dogrudan etkilendigi durumlar soz
konusu oldugunda meydana gelen ve noral islev kayiplar1 ile sonuglanan olaylar
dizinidir. Bu siirecin 6énemli nedenlerinden bir tanesi de sinir hiicrelerinin rejenerasyon
yeteneklerinin olmamasi yani kusurlu hiicrenin yerine yenisinin getirilememesidir
(Barzilai 2010). Birgok tipi olan bu hastalik grubunda goriilme sikligi en fazla olan
patolojiler; Parkinson hastaligi (Polymeropoulos et al. 1997), Alzheimer hastalig
(Tanzi 1999), Huntington hastaligi (Bano 2011) ve Amyotrofik lateral skleroz’dur
(Bertram and Tanzi 2005).

Bu hastaliklar1 birbirinden ayiran temel etken hastalik siirecinde etkilenen doku veya
hiicre tiplerinin birbirinden farkli olmasidir. Ornegin; Parkinson hastaliginda korteks ve
beynin diger birgok bdlgesindeki noronlar etkilenmezken substantia nigradaki
dopaminerjik néronlarin yaygin hasari sz konusudur (Kim et al. 2003). Bunun tam zitti

olarak Alzheimer hastaliginda ise néron hasar1 hipokampus ve neokortekste ¢ok ciddi



diizeydedir (Scheff and Price 2006). Amyotrofik lateral skleroz’da motor ndronlar ve
kortikal noronlarda hasar olusmaktadir (Nihei et al. 1993). Huntington hastaliginda ise
patolojik degisiklikler esas olarak neostriatumda siirlanmistir fakat mutant gen beyin

ve birgok baska organda eksprese olabilmektedir (DiFiglia 1990).

1.3. Norodejenerasyonun Bashica Nedenleri

1.3.1. Genetik faktorler

Bir¢ok ndrodejeneratif hastalik canlida meydana gelen mutasyonlara bagli olarak ortaya
cikar. Bu mutasyonlar hastalikla dogrudan iligkili genlerde olabildigi gibi bazi
durumlarda hastaligi indirekt olarak ilgilendiren bir yolakta gorev yapan genlerde de

meydana gelebilmektedir (Sekil 1.1).

Gen SNCA/
PARK2/
- | DJ1/PINK1/
Molekiiler
pataloji
Ara
biyomarkirlar
Klinik Hl.ltngﬁol
Fenotip

Parkinson Hastah@

Sekil 1.1. Baslica norodejeneratif hastaliklarin patolojisindeki genetik temeller (Pievani
et al. 2014)

Bu tip hastaliklarin bircogunda mutasyona ugrayan genlerdeki ortak o6zellik sitozin-
adenin-guanin (CAG) niikteotit tripletlerinin tekrarlanmasidir. Bu tekrar sonucunda
glutamin amino asidi meydana gelmektedir. Hiicrede olusan ekstra glutamin kalintilari;

diizensiz protein katlanmalari, hiicre i¢i lokalizasyon bozukluklarinda artis ve diger



hiicre proteinleri ile anormal interaksiyon gibi toksik karakterde kaskadlara neden olur
(Thompson 2008).

1.3.2. Protein katlanmalarinda meydana gelen anormallikler

Yapisal olarak anormal proteinlerin hiicre, doku ve organlarda fonksiyon bozuklugu
olusturmasina proteopati adi verilmektedir (Walker and LeVine 2000). Bu siirecte
proteinler meydana gelen yanlis konfigiirasyondan dolay1 ya toksik etki olusturan bir
forma dontsiirler (Sekil 1.2) veya fonksiyonlarini tamamen kaybederler (Luheshi et al.
2008). Alzheimer, Parkinson ve prion hastaligi gibi noérodejeneratif hastaliklarin
kaynag1 olarak proteopati denilen bu anomali gosterilmektedir (Chiti and Dobson 2006).
Nitekim Alzheimer hastaliginin sebeplerinden beta amiloid (B-amilod) kalintilar1 ile
norofibriler yumaklar da bu durumun en bilindik 6rnekleri arasindadir (Ksiezak-Reding
et al. 1994).

Alzheimer Parkinson Huntington Amiyotrofik Frontotemporal
Hastahin Hastahi: Hastahg: lateral sklerozis lobar dejenerasyon
amiloid - B @ uniklem huntingtin TDP-43 Tau
ataksi SOD1
Anormal protein birikimi ve yanhs katlanma

W\ =~ ‘

WY s T e AW —
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Sekil 1.2. Protein metabolizmasinda meydana gelen anomaliler ve neden olduklar
baslica norodejeneratif hastaliklar (Di Carlo et al. 2011)



Protein metabolizmasi kaynakli bir diger etken ise meydana gelen yanlis katlanmis veya
islenmis protein kalintilarinin sagliklt bir sekilde ortadan kaldirilamamasidir. Bu
asamadaki temel problem protein degredasyon siireclerinde gergeklesen eksikliklerdir.
Bunlardan en Onemlisi olarak goriilen ubikuitin-proteazom yolagindaki enzimler
ozellikle proteopati sonucu olusan bir¢ok proteinin degredasyonunu saglamaktadir. Eger
pargalama siireci yanlig islerse hastaliklarin olusmasindaki esas etken olarak kabul
edilen birikme egilimi gdsteren protein kalintilar1 olusacaktir (Dobson 2003). Bu
ylizden mevcut arastirmalar bu yolaktaki enzimlerin neden islev yapmadigindan c¢ok
ilgili enzimlerin neden yanlis islev gosterdigi iizerinde yogunlagsmaktadir (Rubinsztein
2006; Herrmann et al. 2007).

1.4. Alzheimer Hastalhig1

Viicudumuzun diger kisimlarinda oldugu gibi ilerleyen yaslarda beynimizde de
degisimler meydana gelmektedir. Insan beyninde yaklasik olarak 100 milyar civarmnda
sinir hiicresi (ndron) bulunmaktadir. Bu hiicreler birbirleri ile kusursuz isleyen bir
iletisim ag1 ile baglanti kurarlar. Alzheimer bu hiicrelerin zarar gormesi veya 0lmesi

sonucu meydana gelen nérodejeneratif bir hastaliktir (Azevedo et al. 2009).

1907 yilinda Alman bir psikiyatr ve noropatolog olan Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanan ve bu bilim adaminin adi verilen Alzheimer; hafiza basta olmak iizere
konusma, insanlar1 tanima ve yon bulma gibi bir insanin giindelik yasaminda defalarca
tekrarladigi davramis ve diisiincelerin zamanla zayifladigi, ilerleyici bir ndral

hastaliktir (Cummings 2004).

Hastaliktaki yasa bagli ilerlemenin temel nedeni daha ©nce bahsedilen protein
degredasyon siirecinde gorev alan enzimlerin yanlis islev gostermesi ve dolayisiyla
agregasyon egiliminde olan kalintilarin birikimidir. Bahsi gecen enzimlerin bu sekilde
yanlis islev gostermesinde bireyin karsilastigi cevresel olgularin yani sira genetik
faktorler de rol almaktadir. Bu ylizden hastalik “erken baglangighi” ve “gec baslangicl”

olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Koedam et al. 2009).



1.4.1. Erken baslangich (ailesel) alzheimer

Hastaligin bu tipi nadir goriilen formudur. Alzheimer hastalarinin yaklasik %5°1ik gibi
kii¢iik bir kisminda goriilmektedir ve 30 ile 60 yas arasindaki grupta ortaya ¢ikmaktadir.
Erken baslangigli Alzheimer hastalig1 kalitsaldir ve ailesel Alzheimer hastaligi (AAH)
olarak isimlendirilmektedir. AAH’a 1., 14. ve 21. kromozomlar {izerinde bulunan bazi

genlerin mutasyonu sonucu meydana gelmektedir (Koedam et al. 2009).

Erken baslangigli Alzheimer hastaligina Amiloid B (A4) prekiirsor protein (APP),
Presenilin 1 (PSENI), Presenilin 2 (PSEN2) genlerinde meydana gelen 200’den fazla
mutasyonun neden oldugu tespit edilmistir. Meydana gelen bu mutasyonlar sonucu daha
once de lizerinde duruldugu gibi proteaz enzimleri hatali islev gosterir. Bu nedenle
amiloid prekiirsor proteini iizerinde gerceklesen degredasyon islemi yanlis bir siireg
izler ve Ozellikle birikme egilimi yliksek olan 42 aminoasitlik B-amiloid orani asir
derecede artar. Hipokampus ve korteks B-amiloid birikiminin oldugu temel bolgelerdir
(Turner et al. 2003).

Erken baslangigli Alzheimer vakalarinin %40’indan fazlasi 14. Kromozomda bulunan
presenilinl (PSEN1) genindeki mutasyon ile baglantilidir. Bu gendeki mutasyon sonucu
kanda ve serebrospinal sivida f-amiloid miktar1 artar. Diger bir etken ise 1. kromozom

tizerindeki presenilin2 (PSEN2) geninin mutasyona ugramasidir (Drouet et al. 2000).

Bu iki gen tarafindan kodlanan presenilin 1 ve 2 proteinleri esasinda amiloid 6ncii
proteinleri proteolitik yikima ugratan gama (y) sSekretaz enziminin katalitik
bilesenleridir (Wakabayashi and De Strooper 2008). PSEN1 geninde in vitro ortamda
olusturulan nokta mutasyonlar1 toksik karakterdeki p-amilod peptidlerin olusumunu
arttirdigr  goriilmistiir. Yine benzer sekilde PSEN1 genine sahip olmayan fare
embriyolarindan elde edilen noral hiicre kiiltiirlerinde APP’nin y sekretaz kesiminde
azalma oldugu gozlenmistir. Bu nedenle bahsi gecen genlerde meydana gelen
mutasyonlar hastalik tedavisinde hedef haline gelmistir (De Strooper et al. 1998;
Holcomb et al. 1998; Scheuner et al. 1996).



1.4.2. Ge¢ baslangich alzheimer

Alzheimer vakalarinin biiyiik kismi 60 yasindan sonra ortaya c¢ikan ge¢ baslangich
Alzheimer’dir. Hastaligin bu tipi i¢in spesifik bir gen tanimlanmamasina ragmen 6nemli
bir genetik riskin hastalifa zemin olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu risk 19. kromozom
tizerinde bulunan ApolipoproteinE ile iligkilidir. ApoE’nin 3 farkli formu vardir; ApoE
€2, ApoE €3 ve Alzheimer hastalifindan etkilenenlerin yaklasik olarak %40’inda
bulunan ApoE &4’tiir. ApoE4 alleli tasiyan bireyler Alzheimer gelisimi yoniinden biiyiik
risk altindadirlar (Handley et al. 2006). ApoE beyin pB-amilod seviyesinin
diizenlenmesinde, birikiminde ve tasfiyesinde dnemli bir role sahiptir (DeMattos et al.
2001; Zlokovic et al. 2005).

1.4.3. Amiloid beta (Ap) olusumu

PSEN2 ve PSEN1 gen dirilinleri, APP geni tarafindan kodlanan amiloid Oncii
proteinlerinin toksik p-amiloid peptidlere parcalanmasina neden olan vy-sekretaz
enziminin katalitik bilesenlerini olustururlar. Bu genlerdeki mutasyonlar sonucu
sekretaz enzimi yanlis kesim yapar (Sekil 1.1) ve bdylece Alzheimer’a neden olan 3

amiloid peptidler meydana gelir (Wakabayashi and De Strooper 2008).

Amiloid plaklar APP’nin hatali kesimi sonucu olusmaktadir. Normalde bu islem noral
aktivite tarafindan regiile edilmektedir. Proteoliz vy-sekretaz, beta (B) sekretaz ya da
alfa (o) sekretaz enzim aktiviteleri tarafindan saglanmaktadir. APP, a-sekretaz enzimi
ile transmembran bdlgesinden 12 aminoasit uzakliktan kesime maruz kalir. Bu islem
sonucunda c¢oziinebilir Ozellikte olan c¢oziinebilir a-APP fragmanlar1 olusur ve bu
fragmanlar ekstraseliiler araliga salinir. a-sekretaz enzimine alternatif olarak f-sekretaz
enzimi tarafindan da bir kesim ger¢eklesebilir. Bu islem sonucu da proteinin amino
terminaline 16 aminoiasit yakindan bir bolgeden kesim gerceklesmis olur. Bunun
sonucunda B-APP’ler meydana gelir. APP’nin ikinci kesilme islemi a-sekretaz ya da -

sekretazla kesimi takiben y-sekretaz tarafindan gerceklestirilir (Sekil 1.3). a-sekretaz



tarafindan gergeklesen kesim sonucu p3 fragmani, B-sekretaz kesimi sonucu ise A

peptidi meydana gelir (Saka 2010).

p- o- 2 s Sekretazlar
U s 7

APP Membran

by el

Sekil 1.3. APP’nin genel proteoliz yolag: (Tian et al. 2010).

Ayni zamanda vy-sekretaz kesimi meydana gelecek olan AP peptidinin boyunu
belirleyen unsurdur. Presenilin genlerinde meydana gelen mutasyon nedeniyle APP’nin
€ kesiminde kayma meydana gelir. Bunun sonucunda AB42’nin oncii iriinii A48
olusur (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. APP’nin farkli tipteki kesimleri sonucu olusan AP versiyonlar1 (Wolfe 2007)

*APP: Amiloid 6ncii protein, AICD: Amiloid 6ncii protein intraseliiler domain



1.4.4. Hastah@a kars1 terapotik yaklasimlar

Buraya kadar verilen bilgiler hastaligin temel molekiiler mekanizmasina ait olan
literatiir bilgileridir. Bu bilgilerin verilisindeki temel amag hastalik hakkinda genel bir
bakis agisinin olusturulmasidir. Bu gibi mekanizmalarin bilinmesi hastaliga karsi en
uygun yaklasimi, hastalik i¢in etkin bir tedavi Onerisini ve hatta hastaligin tamamen
Onlenebilmesi noktasindaki fikirlerin giin yiiziine ¢ikmasi igin esas teskil etmektedir.
Nitekim bu bilgiler 1s18inda hastalik i¢in farkli tedavi stratejileri gelistirilmistir. Anti-
amiloid tedavi ve kolinerjik tedavi olarak iki temel gruba ayrilan bu stratejiler

giintimiizde oldukga yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Doraiswamy 2002).

Anti amiloid tedavinin temel yaklasimi farkli nedenlerle meydana gelen, gerek hiicre
icerisinde gerekse hiicre diginda biriken amiloid plaklarin yok edilmesi veya miktarinin
azaltilmasi lizerinedir. Bu yaklasimin ana gerekgesi 6zellikle hiicre disginda meydana
gelen bu birikimin norotransmitter madde trafigini etkiledigi ve dolayisiyla sinir
hiicreleri arasindaki iletisimi zaafa ugrattifi yoniindedir. Olusan bu plaklarin miktar
azaltildiginda uyaran madde akisinin daha rahat gergeklesecegi varsayilmaktadir. Iste
tam da bu noktada ikinci tedavi stratejisi olan kolinerjik tedavi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
stratejiye gore; sinir hiicrelerinin 6lmesi sonucu ndrotransmitter madde tiretimi
azalacaktir. Diger taraftan da az miktarda olan bu uyarict maddeler plaklar dolayis: ile
daralan sinaptik alanda rahat bir sekilde iletilemeyecektir. Bu nedenle bu maddelerin
miktarinin  arttirilmas1 veya bu maddeleri pargalayan enzimlerin aktivitelerinin

azaltilmasi kolinerjik tedavinin temel yaklagimi haline gelmistir (Francis 1999).

1.5. Kolinerjik Sistem ve Asetilkolin

Noroloji alanindaki yaklasik son 40-50 yillik siire¢ merkezi sinir sistemindeki (MSS)
ndrotransmisyonun (sinir iletimi) mekanizmasini anlamak iizerine ge¢mistir. Elde edilen
veriler MSS’de bulunan noéronlar arasindaki iletimin kismen genis bir alanda ve stirekli

oldugunu géstermistir (Descarries et al. 1997).
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Merkezi kolinerjik sinir iletiminin biligsel fonksiyonlar i¢in olduk¢a 6nemli oldugu
diistincesi cok eskilere dayanmaktadir. Diger norotransmitterlerin 6grenme ve hafiza
performansina olan etkisi bilinmesine ragmen kolinerjik sistem fonksiyonlarinin
O0grenme ve hafiza lizerine etkisi bu alandaki c¢alismalarin Oniine ge¢mektedir. S6z
konusu caligmalarin genel yaklasimi; “ndrotransmitterler vardir, onemli gorevleri
yiirtitmektedirler ama bu aract molekiillerin 6zellikle sinaptik alandaki akibetleri ve
islenisleri nasildir” seklindedir. Bu agidan bakildig1 zaman kolinerjik sistemin hafiza ve
O0grenme noktasinda muhtemelen kilit bir rol istlendigi disiiniilmektedir. Dahasi,
yaslanma ve noral hastaliklarin etkisi ile olusan bilissel fonksiyon bozuklugunun
¢ozimi olarak gesitli sebeplerle (yaslanma, antagonistler, lezyonlar vs.) zaafa ugrayan

kolinerjik fonksiyonlarin iyilestirilmesi goriilmektedir (Blokland 1995).

Asetilkolin (ACh) aracili norotransmisyon (sinir iletimi) sinir sistemi fonksiyonu igin
olduk¢a onemlidir (Soreq and Seidman 2001). Asetilkolin seviyesindeki ani diisiis
Olumciil olabilirken bu seviyenin kademeli diisiisii Alzheimer gibi ilerleyici bilissel

bozukluklarin yani sira otonomik ve ndéromuskiiler bozukluklara neden olmaktadir

(Wright et al. 1993; Ohno et al. 2000).

Asetilkolin, kolinasetiltransferaz (ChAT) tarafindan katalizlenen bir reaksiyon sonucu
asetilkoenzim A’dan gelen asetil ile kolinin birlestirilmesi sonucu olusan (Sekil 1.5)
tanimlanmis ilk ndrotransmitterdir. Bu reaksiyon ile meydana gelen asetilkolin, néron
govdesinden akson terminali {izerinden sinir uclarma kadar taginir ve sonrasinda

sinaptik alana salmir (Colovi¢ et al. 2013).

H3C HsC CH
)(J)\ CoA \N‘/CH3 ChAT /l(j)\ /\/\N‘/ 3
H3C 0" + o N kolin H3C 0 \cH
CH:  setiltransferaz 3
Asetil-CoA Kolin Asetilkolin

Sekil 1.5. Asetilkolin sentezini gosteren reaksiyon (Soderberg 2012)
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Tiim sinir hiicresi terminal proteinlerinde oldugu gibi ChAT da viicuttaki kolinerjik sinir
hiicrelerinde {iiretildikten sonra akson iizerinden sinir sonlanmasina transfer edilir.
ChAT ve ACh bir néronun her bolgesinde bulunabilir fakat en yogun olduklar1 yer
akson terminalidir. Kolinerjik noéron saptamada ChAT bir belirteg olarak
kullanilmaktadir (Ichikawa et al. 1997).

ACh sentezindeki tek kisitlama kolin ve asetil-KoA’ya ulagimdir. Noral aktivitenin artis
gosterdigi durumlarda mitokondri kaynakli asetil-KoOA miktarinda yiikselme goriiliir.
Ayni sekilde sinaptik bosluktan kolin alinimi da dogru orantili olarak artig gdsterir. Her
iki durumda da Ca®" diizenleyici bir etki gdsterir. ACh déngiisiinden elde edilen bu
kolinin yarisindan fazlasi yeni ACh yapiminda kullanilir. ACh sentezinde kullanilan bir
diger kolin kaynag1 fosfolipidlerin yikimindan elde edilen fosfatidilkolindir. Bu sentez
mekanizmasi goz Oniine alindiginda ACh miktarinin arttirilmasi igin diyetle kolin
alinimu alternatif bir strateji olarak goriilmektedir. Fakat merkezi sinir sisteminde alinan
koline ulagim arttirilamadigi igin bu yaklasim etkili sonuglar verememektedir (Weihe et

al. 1996).

Sentezlenen ACh’in biiylik boliimii sinir sonlanmalarinda seffaf vezikiiller icerisine
paketlenir. Cok kiiclik bir kism1 sitozolde serbest olarak bulunmaktadir. Vezikiil bagh
ACh asetilkolinesteraz enzimi i¢in ulagilamaz bir substrattir. ACh’in vezikil igeresine
alinmasi enerji bagimli bir mekanizma sonucu vezikiiliin asidiklestirilmesiyle
gerceklesir. Karsilikli H ve ACh degisimi vezikiiliin devamli olarak izoozmotik ve
elektrondtral kompozisyonunu korumasimi saglar. Asidik yapi1 daha sonra ACh
molekiilleri i¢in proton degisiminde vezikiiler ACh tasiyict (VAChT) olarak kullanilir
(Sekil 1.6). vVAChT geni kolinasetiltransferaz geninin birinci intronunda yer almaktadir.
Bu durum iretimden sorumlu enzimle elde edilen iiriiniin paketlenmesinin bir

korelasyon igerisinde oldugunu da dogrulamaktadir (Erickson and Varoqui 2010).
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Sekil 1.6. VAChT’a H" degisimi ile ACh almimi ve depolanmasi (El Mestikawy et al.
2011)

1.6. Enzimler

Enzimler makromolekiiler biyolojik katalistlerdir. Bir kimyasal reaksiyonu
katalizleyerek hizlandirirlar. “Substrat” olarak adlandirilan baslangic molekiillerini
“lirlin” olarak adlandirilan farkli molekiillere gevirirler. Bu yonden diisiiniildiiglinde bir
hiicredeki hemen hemen tiim metabolik reaksiyonlarin yeteri hizda gerceklestirilmesi
icin enzimlere ihtiya¢ duyarlar. Birkag katalitik RNA molekiiliiniin disinda enzimlerin
neredeyse tamami protein yapisindadir ve bilindigi kadariyla yaklasik 5000
biyokimyasal reaksiyon tipini katalizlerler. Sahip olduklar1 essiz ii¢ boyutlu yapilar
nedeniyle oldukga spesifik bir sekilde ¢aligirlar (Schomburg et al. 2013).

Tim katalistler gibi enzimler de aktivasyon enerjisini diistirerek ilgili reaksiyonun daha
kisa siirede ve etkili bir sekilde gerceklesmesini saglarlar. Bazi enzimler (izorotidin
5’fosfat dekarboksilaz) milyonlarca yil alacak bir reaksiyonun sadece milisaniyelik bir
zaman diliminde gerceklesmesini saglayabilirler (Radzicka and Wolfenden 1995;
Callahan and Miller 2007). Aktiviteleri inhibitér olarak adlandirilan molekiiller

tarafindan olumsuz, aktivator olarak adlandirilan molekiiller tarafindan ise olumlu
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yonden etkilenebilirler. Bunlarin yani sira pH, sicaklik gibi parametreler de enzim
aktivitesine etki gosteren dnemli unsurlar olarak gosterilmektedir. Enzimler, katalizleme
Ozelligi gosterdikleri reaksiyon mekanizmalarina ve tiplerine gore alti temel sinifa

ayrlirlar (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi (Keha and Kiifrevioglu 2012)

Enzim Grubu Katalizledigi Reaksion Ornek

Hidrojen ve oksijen atomunu
veya bir elektronu bir substrattan
bir digerine tasirlar.

Spesifik bir gurubu (fosfat, metil
vs) bir substrattan digerine

Dehidrogenazlar
Oksidazlar

Oksidorediiktazlar

Transferazlar Transaminazlar

Kinazlar

tasirlar.
Hidrolazlar Substrati hidroliz ederler Esterazlar
izomerazlar Sub'stratln molekiil formunu Fosfohekzo izomeraz

degistirirler. Fumaraz

Bir grubu eklerken veya .

; g g Dekarboksilazlar

Liyazlar ¢ikarirken hidroliz etmeden

Aldolazlar
tasirlar.

Yeni baglar aracilig ile iki
molekiiliin birlesmesini
katalizlerler.

Ligazlar (sentetazlar) Sitrikasit sentetaz

1.7. Astilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolinin kesfi, kendisinin hemen ardindan bu molekiiliin hidrolizinden sorumlu
enzim olan asetilkolinesterazin (E.C.3.1.1.7) kesfini de beraberinde getirmistir. Saglikli
bir kolinerjik iletim, sinaptik bosluga salinan asetilkolinin kolinesteraz enzimi
tarafindan hizli bir sekilde hidroliz edilmesi sonucu sonlandirilmasina baglidir
(Zimmerman and Soreq 2006). Bu degredasyon sonucu olusan kolin daha sonra
yapilacak olan asetilkolin sentezinde kullanilmak iizere presnaptik norona geri alinir
(Sekil 1.7). En 6nemli kolin kaynagi bu reaksiyon sonucu elde edilen kolindir (Freeman
and Jenden 1976).
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o CH, o] CH3
l® Asetilkolinesteraz + o
HSC)J\O/\\/PIJ_CHS Su - HaC)LO/\ HO/\/EH CH3
CH;, Ara iiriin 3
Asetilkolin Kolin
‘/qu
@]
ch)J\Oe
Asetat

Sekil 1.7. Asetilkolinin asetilkolinesteraz araciligiyla asetat ve koline hidrolizlenmesini
gosteren reaksiyon (Soderberg 2012).

Presinaptik noronda ChAT tarafindan sentezlenen ACh, AChE tarafindan hidroliz

edilerek sinaps araligindaki aract molekiil konsantrasyonunun regiilasyonu saglanmis
olur (Sekil 1.8).

Aksonl. Mitokondri

terminal T
Kolin ve asetil CoA kullanilarak kolin
asetil transferaz (ChAT) aracthg: ile
asetilkolin (ACh) olusturulur

%, Sinaptik bostuktaki asetilkolin, asetilkolinesteraz

Sinaptik
enzimi aracthgy ile huzh bir sekilde hidrolizlenir

vezikiil

Hidroliz sonrast olugan kolin asetilkolin
vapmunda kullamimak iizere akson terminaline

. 1 alnr

Kolin Kolinerjik =

reseptor

Asetat

Q\ \Ch/ {/
> K
\ A \-
e Postsinaptik
Asetilkolinesteraz (AChE) néron

Sekil 1.8. ACh’in sentez, saliim, inaktivasyon ve presinaptik norona geri alinim
islemleri (Knowles 2003)



15

Normal kosullarda ACh, vezikiiler ACh tasiyic1 (vVAChT) tarafindan paketlenmis halde
bulunur (Sekil 1.9). Aksiyon potansiyeli mevcut ACh’in sinaptik bosluga salinmasini
tetikler. Bunun neticesinde ACh pre ve postsinaptik membran {izerinde yerlesim
gosteren muskarinik reseptorlere baglanir. Presinaptik membranda bulunan muskarinik
M2 reseptorii negatif geri besleme cevabi araciligi ile ACh salinimmi diizenler.
Postsinaptik alanda ise M1 reseptorleri yer almaktadir. M1 reseptorleri, diagilgiliserol
(DAG), inozitol-1,4,5- trifosfat (Ins(1,4,5)P3) ve Ca®*" bagimli protein kinaz (PKC)’mn
dahil oldugu bir yolak ile sinyal trafigine katki1 saglar. ACh, sinaptik boslukta AChE-S
(sinaptik form) tarafindan hidroliz edilir. Bu degredasyon sonucu olusan iiriinlerden
kolin daha oOnce de belirtildigi gibi koline yiiksek derecede afinitesi bulunan bir

mekanizma ile presinaptik norona geri kazandirilir (Soreq and Seidman 2001).

Presinaptik
noron

Postsinaptik
noron

K*t  Ins(1,4,5P3t — Ca2*t
cAmPt DAG {— PKCt

oach (v ) me EACWE—S O vACHT

Sekil 1.9. Sinaptik alandaki ACh sentez ve transfer mekanizmasi (Soreq and Seidman
2001)
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AChE, serin hidrolaz siiper ailesine dahil bir enzimdir (Cizelge 1.2). Bu enzim ailesi,

insan proteomundaki genlerin %]1’ini yani yaklastk 200 enzimi kapsayan bir

bliytikliiktedir. Bu grubun en 6nemli karakteristigi; substratlarin hidrolizi i¢in kullanilan

niikleofilik serine sahip bir aktif site bulundurmalaridir. Diger nonkatalitik serinlerin

aksine bu hidrolazlarin niikleofilik serini bir asidik (aspartat veya glutamat) veya bazik

(genellikle histidin) kalint1 igeren proton c¢arki ile aktive edilir (Simon and Cravatt

2010).

Cizelge 1.2. Serin hidrolaz siiper ailesi igerisinde bulunan bazi enzim gruplar1 (Long

and Cravatt 2011)

Enzim grubu

Ornek

Serin proteazlar

Ekstraseliiler lipazlar

Intraseliiler lipazlar

Kolinesterazlar

Kii¢iik molekiillii tioesterazlar

Bazi fosfolipazlar

Protein ve glikan hidrolazlar
Bazi amidazlar

Baz1 peptidazlar

Tripsin, kimotripsin ve subtilisin

Pankreatik lipaz, gastrik lipaz, hepatik lipaz,
endotelial lipaz ve lipoprotein lipaz

Hormon duyarli lipaz, monoagilgliserol lipaz,
adipoz trigliserid lipaz ve diagilgliserol lipaz
Asetilkolinesteraz, biitilkolinesteraz

Yag asit sentaz ve agil-K0A tioesteraz
Fosfolipaz A2 ve trombosit aktive edici faktor
asetilhidrolaz

Protein fosfat metilesteraz 1, agiloksiagil
dihrolaz ve sialik asit asetilesteraz

Yag asit amid hidrolaz

Dipeptidil peptidaz 4, fibroblast aktivasyon

protein ve prolilendopeptidaz

AChE, oldukca yiiksek seviyede katalitik aktiviteye (saniyede 25000 ACh molekiilii)

sahip bir enzimdir (Taylor and Radic 1994). Enzimin aktif sitesi anyonik ve katyonik

olmak iizere iki temel boliimden meydana gelmektedir (Sussman et al. 1991).
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AChE, periferik ve aktif olmak {izere iki temel baglanma bdlgesine sahip bir enzimdir.
Aktif ve katalitik 6zelligi yoniiyle kendisine has 6zel bir yapist vardir. Enzimin aktif
bolgesi dar bir oluk yapisinin dip kisminda yer alir (Sekil 1.10). Aktif bolge de anyonik
(negatif) bolge ve katalitik kismi igeren katalitik {iglii (esteratik-Ser203, Glu334 ve
His447) bolge olmak tizere iki kistmdan meydana gelmektedir. Katalitik bolge ile enzim
substratin acil bolgesine gegici bir afinite gosterir. Tiim AChE’larda bulunan bir diger
bolge ise aktif gukurun girisinde konumlanan periferik anyonik bolgedir (PAS). Substrat
baglayici 6zellikteki bu bolge enzimin hem pek ¢ok inhibitor ile etkilesimine hem de

katalitik etkinligin diizenlenmesine aracilik eder (Grisaru et al. 1999; Talesa 2001).

Sekil 1.10. AChE enzimine ait sematik ¢izimler
*ii¢ boyutlu yap1 (A), baz1 yapisal bolgeler (B) (Soreq and Seidman 2001)

AChE, bu yapisal 6zelliginden dolayr birgok farkli aktiviteye sahiptir. Enzimin ¢oklu
aktivite fikri 6nceleri net ve agik bir sekilde bilinmemekteyken canlilarin farkli gelisim
evrelerine ait farkli hiicre tiplerinde goriilmesi bu fikri desteklemistir (Fitzpatrick-
McElligott and Stent 1981). Farkli karakterde islev gostermesinin en 6nemli nedenlerin
bir tanesi de enzimi kodlayan genin farkli mRNA islenme siirecine maruz kalmasi ve

translasyon sonrasi gecirdigi modifikasyonlardir. Bu degisik islemlerden dolay1
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AChE’m bilinen ii¢ formu meydana gelmektedir. AChEr (tail) beyin, kas ve diger
dokularda bulunan baslica formdur. AChEy (hidrofobik) &zellikle eritroit dokularda
bulunur. Kesilebilir bir hidrofobik peptidi icerir. AChEg, Torpedo sp. ve farelerde
bulunan formdur. Stres cevabi ve inflamasyonda rol aldig1 diisiiniilmektedir (Massoulie
et al. 2008).

Asetilkolinesteraz enziminin farkli 6zelliklerde aktivite gostermesi doku/hiicre farkliligi,
canlimin bulundugu ortamdan kaynaklanan etkiler veya canlinin fizyolojik durumu gibi
etkenlere karsi olusturulan metabolik cevaptan dolay1 transkripsiyonel, transkripsiyon
sonrasi, translasyonel ve translasyon sonrasi diizeylerde farkli sekillerde
diizenlenmesinden de kaynaklanmaktadir. Molekiiler mekanizmasinin bilinmesine
ragmen enzimin bir dokudaki miktari, alternatif izoformlarinin dagilimi, hiicre ici
dagilimi, glikolizasyon ve proteolitik islenmesi gibi olaylarin nasil bir diizenlemeye
maruz kaldigi tam olarak bilinmemektedir (Velan et al. 1993). AChE’ye ait pre-
mRNA’nin (Sekil 1.11) sekansiyel siplaysi ile 5° ve 3” ucundaki diizenlemeler doku
veya hiicre tipine gore hizli bir fizyolojik diizenleme cevabi olusmasinda oldukca
onemlidir. Enzimin transkripsiyonel ¢esitliligi proksimal promoter (Li et al. 1993;
Atanasova et al. 1999) ve birinci intronda yer alan internal enhansira baglidir (Chan et
al. 1999).

AChE enzimine ait ¢ekirdek bolge ii¢ ekzon ve cesitli spesifik 6zelliklere sahip karboksi
terminal sekanslarini kodlayan ek bolgelerden olugsmaktadir. Transkripsiyon El’de
baglar. E2 ise olgun proteinin yapisinda goériinmeyen lider sekanst kodlar. Proksimal
promotor (E1’e bitisik kirmizi ¢izgi) ve distal enhansir bolge (daha uzaktaki kirmizi

¢izgi) zengin diizenleyici bolgelerdir.
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AP-1 ¥ 22465
0T Nk YO B1 W E2 2 E3 3 EA4 E5 E6
. . 3
HFH-2 Ak Ab /—d L L L] L]
257 GRE A Alternative splici
526 5484 plicing
“UHNFSB A AAMA
HNFS/B A
Deletion &
E1 E2 E3 E4 EB E1 =2 E3 E4 E5 E1 E2 E3 E44' E5
s | LT ] e L L | R[] L 1]

Sekil 1.11. Insan AChE geninin genel yapis1 ve gene ait alternatif RNA’lar (Soreq and
Seidman 2001)

AChE ekspresyonu bu molekiiler diizenlemelerin yan1 sira hiicre farklilagmasi (Rotundo
1990), disiikk AChE seviyesi (Galyam et al. 2001), anti AChE molekiillerine maruziyet
(Kaufer et al. 1998) ve ¢esitli travmatik etkilere de baglidir (Nordberg et al. 1999).

1.8. SUMO Protein Ekspresyon Sistemi

Rekombinant DNA teknolojisinde yaygin olarak kullanilan plazmitler, DNA klonlama
islemi sirasinda vektor olarak kullanimi i¢in temelde ii¢ bolgeye sahip olacak sekilde
tasarlanir. Bu ii¢ bolge; replikasyon orijini, se¢im i¢in marker gen (direng geni) ve

eksojenik DNA fragmentlerinin insert edilebilecegi bolgelerdir.

The Champion™ pET SUMO protein ekspresyon sistemi E. coli’de dogal proteinlerin
ekspresyon ve ifadesine izin veren kiigiik ubikuitin benzeri bir modifiye edici (SUMO;
small ubiquitin-like modifier) kullanmaktadir. SUMO fiizyonlari, rekombinant

proteinlerin ekspresyonunu ve ¢oziiniirliiglinii arttirabilir bir 6zelliktedir.

Sistem vektorii olan pET SUMO o6nemli 6zelliklere sahip bir vektordiir;

1. T7lac promotoru: pET SUMO vektorii IPTG ile indiiklendigi zaman sahip oldugu
bu bolge sayesinde yiiksek miktarda ekspresyon kapasitesine ulasmaktadir.

2. N-Terminal Polihistidin (6xHis) Kuyrugu: Bu bdlge araciligi ile elde edilen
protein kolay bir sekilde saflagtirilabilmektedir.
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3. TA Klonlama Sitesi: Bu bolge sayesinde amplifiye edilen ve adenin kuyrugu igeren
PCR firiinii etkili bir sekilde klonlanabilir.

4. Kanamisin Diren¢ Bolgesi: Antibiyotik direncinden sorumlu bolge.

5. pBR322 Replikasyon Orijini: Bu replikasyon orijini E. coli igerisinde kopyalama

ve onarim faaliyetlerinden sorumludur.

Sekil 1.12. pET SUMO vektor haritast

121 ATAGGCGCCA GCAACCGCAC CTGTGGCGCC GGTGATGCCG GCCACGATGC GTCCGGCGTA GAGGATCGAG ATCTCGATCC

T7 promoter lac operator
[ L 1
201 CGCGAAATTA ATACGACTCA CTATAGGGGA ATTGTGAGCG GATAACAATT CCCCTCTAGA AATAATTTTG TTTAACTTTA
HisG epitope
RBS Polyhistidine region
1 r

281 AGARAGGAGAT ATACAT ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC GGC AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGC
Met Gly Ser Ser His His His His His His Gly Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser

[
n

SUMO fusion protein

354 GCT AGC ATG TCG GAC TCA GAA GTC AAT CAR GAA GCT AAG CCA GAG GTC AAG CCA GAA GTC AAG CCT GAG ACT
Ala Ser Met Glu Val Asn Gln Glu Ala Lys Pro Glu Val Lys Pro Glu Val Lys Pro Glu Thr

Lﬂ
)
5
=
0

K]
U
)
5

426 CAC ATC AAT TTA AAG GTG TCC GAT GGA TCT TCA GAG ATC TTC TTC AAG ATC AAA AAG ACC ACT CCT TTA AGA
His Ile Asn Leu Lys Val Ser Asp Gly Ser Ser Glu Ile Phe Phe Lys Ile Lys Lys Thr Thr Pro Leu Arg
SUMO forward priming site

[
498 AGG CTG ATG GAA GCG TTC GCT AAA AGA CAG GGT AAG GAA ATG GAC TCC TTA ‘AGA TTC TTG TAC GAC GGT ATT
Arg Leu Met Glu Ala Phe Ala Lys Arg Gln Gly Lys Glu Met Asp Ser Leu Arg Phe Leu Tyr Asp Gly Ile

570 AGA ATT CAA GCT GAT CAG ACC CCT GAA GAT TTG GAC ATG GAG GAT AAC GAT ATT ATT GAG GCT CAC AGA GAA
Arg Ile Gln Ala Asp Gln Thr Pro Glu Asp Leu Asp Met Glu Asp Asn Asp Ile Ile Glu Ala His Arg Glu

642 CAG ATT GGT G PCR product INGACAAG CTTAGGTATT TATTCGGCGC AAAGTGCGTC GGGTGATGCT
GTC TAA CCA CCEN TCTGTTC GAATCCATAA

Gln Ile Gly GJ.\/A

SUMO cleavage site
701 GCCAACTTAG TCGAGCACCA CCACCACCAC CACTGAGATC CGGCTGCTAA CAARAGCCCGA AAGGAAGCTG AGTTGGCTGC

T7 reverse priming site

1
781 TGCCACCGCT GAGCAATAAC TAGCATAACC

Sekil 1.13. pET SUMO vektoriine ait TA klonlama sitesi
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2. KAYNAK OZETLERI

Canlida meydana gelen DNA hasarinin giderilmesi genom stabilitesinin saglanmasi igin
anahtar faktordiir. Bu mekanizmalar normal bir hiicre dongiisiinii kontrol altinda tutarak
hiicresel dengenin devamliligini siirdiiriir. Dolayisiyla bir hiicre i¢in saglikli gelisme,
biiylime ve farklilagma seyri bu mekanizmalara baglidir. Hiicre dongiisii diizenlenmesi,
tamir yolaklari, hiicresel metabolizma ve programli hiicre 6liimii bu DNA onarim
mekanizmalardaki sorunlarla dogrudan iliskilidir (Rothkamm et al. 2003; Branzei and
Foiani 2008).

Sinir hiicrelerinin organizmanin hayat dongiisii siiresince yenilenemeyen bir karakteri
oldugu diisiiniildiigiinde hasar defans mekanizmalarinin ne denli 6nemli oldugu ortaya
cikmaktadir. Saglikli bir sinir hiicresinde meydana gelen genetik onarim kusurlari tolere
edilebilir bir seviyeyi gectigi takdirde s6z konusu hiicrelerde zamanla artan bir
fonksiyon kaybi olusacaktir. Bu islevsel eksiklik hiicrenin tamamen is goremez hale
gelmesini takiben hiicre Oliimii ile sonuglanacaktir. Sinir sisteminde bu sekilde
gerceklesen artan hiicre Oliimleri norodejeneratif hastaliklar1 da birlikte getirecektir
(Barzilai 2010).

Bircok noral hastaligin temelinde genetik mutasyonlarin oldugu artik acik bir sekilde
bilinmektedir. Genel olarak diisiiniildiiglinde iki tip mutasyon bulunmaktadir. Bunlardan
ilki fonksiyon kazandirici mutasyonlardir. Bu tip mutasyonlar ilgili proteine sahip
olmadig1 bir 6zelligi katabilmesinin yani sira var olan aktivitesini de arttirabilmektedir.
Fonksiyon kaybina neden olan ikinci grup mutasyonlar ise ilkinin tam tersine ilgili
proteinin mevcut aktivitesini digiirebilir veya tamamen islev goremez hale
getirebilmektedir. Poligulitamin hastaliklarinda meydana gelen ekstra glutamin
kalintilar1 ilgili proteinin toksik ozellik gostermesine neden olur. Meydana gelen bu
olumsuz gelismeler hastalikla direkt veya indirekt ilgili proteinlerin katlanmasina,
onemli yolaklara, hiicresel organizasyona ve hiicreler arasi etkilesime olumsuz yonde

etki ederler (Thompson 2008).
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Kalitsal Alzheimer vakalarinda PSENI1 i¢in 160, PSEN2 i¢in 10 mutasyon tespit
edilmistir. Hastalik i¢in bilinen bir diger gen olan APP’de de yine bir¢ok mutasyon
tespit edilmistir. Yapilan caligmalar gerek proteazlarda gerekse de bu enzimlerin islev
gosterdigi substratlarda meydana gelebilen mutasyonlarin Alzheimer hastaligi i¢in one

stiriilen amiloid hipotezini dogrular nitelikteki bulgularla sonuglanmistir (Hardy and

Selkoe 2002).

Presenilinler, farkli proteinlerle bir araya gelerek membran proteinlerinin proteolizinde
rol alan sekretazlarin yapisinda yer alirlar. Bu nedenle presenilinlerin 6zgiinliigliniin ve
diizenlenmesinin bilinmesi Alzheimer gibi bircok hastalia kars1 tedavi yontemi
gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Presenilin/y-sekretaz kesimi birgok proteinin
transmembran domeininin islenmesi i¢in 6zgiin bir reaksiyondur (Wakabayashi and De

Strooper 2008).

Kolinerjik sistem beyindeki en 6nemli diizenleyici norotransmitter sistem olup biling ve
dikkat gibi kritik aktiviteleri kontrol eder. Sinir hiicrelerinin ug¢ kisimlarinda bulunan
muskarinik asitlerin antagonist ilaglarla engellenmesi bireylerde haliisinasyon seviyesini
artirmis  dikkat seviyesini ise dislirmiistiir. Benzer sekilde yapilan caligmalar
gostermistir ki; beyinde meydana gelen dejeneratif hastaliklarda biling olgusundaki
degisiklikler kolinerjik sistemdeki bolgesel bozukluklarla dogrudan iligkilidir (E. Perry
et al. 1999).

Rekombinat proteinler 6zellikle son 20-30 yildir tedavi uygulamalarinda artan bir ilgiye
maruz kalmakta olup halihazirda bir¢ok protein klinik diizeyde kullanilmaktadir
(Matasci et al. 2008). Birlesik Devletler Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan verilen
bilgilere gore bu amacla kullanilmakta olan 150’nin {izerinde rekombinant terapdtik
mevcut olup yine yiizlercesi daha gelistirilme seviyesindedir. Boylesi {iriinlere ait ticari

pazar giin gegtikce genisleyen bir ekonomik hacime sahiptir (Matasci et al. 2008).

Rekombinant terapdtikler mikrobiyal sistemler, hayvan ve bitkisel konaklar kullanilarak

elde edilebilmektedir. Mikrobiyal sistemler diisiik maliyet tablosunun yani sira hizli ve
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verim ylizdesi yiiksek iiriin verebilme kapasitesine sahip oldugundan dolay1 diger
aracilara gore bu noktada bir adim One c¢ikmaktadir. Bunlara ek olarak mikrobiyal
sistemlerin bulasic viral endisesi tasimamasi otoriteler tarafindan bu amag ic¢in Onerilen

en uygun konaklar olarak kabul edilmektedir (Picanco-Castro et al. 2013).

Protein yapidaki terapotikler giiniimiizde medikal tedavi i¢in kullanilmakta olup tercih
edilme siklig1 hizli bir bigimde artmaktadir. Bu amag i¢in iiretilen ilk protein olan insan
insiilininden sonra konu hakkinda bilgi birikimi siirekli olarak artis gosterip kendini
yenilemektedir. Tiim bu gelismelere ve kullanim sikliginin fazla olmus olmasina
ragmen protein terapotiklerinin asil amacina tam olarak ulagsmadigi ve su an hala emekle

asamasinda oldugu savunulmaktadir (Leader et al. 2008).

Asetilkolinesteraz, sinaps araliginda bulunan asetilkolini hidroliz ederek sinir iletimini
sonlandiran enzim olarak bilinmektedir (Brown et al. 1981). Bu o6zelliginin agiga
¢ikarilmasindan sonra oOzellikle Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmasi
yoniinde bir¢ok goriis bildirilmis ve bu hipotezi destekleyici sonuglar elde edilmistir.
AChE’mn farmalojik inhibitorleri kullanilarak asetilkolin aracili sinir iletiminin kontrol
edilmesi énemli bir yaklasimdir. Ornegin Alzheimer hastaliginda beyindeki kolinerjik
sinir hiicrelerinin kaybi bilinen bir patolojidir. Bdylesi hiicre kayiplar1 dogal olarak
sinaps araligindaki asetilkolin miktarinin azalmasma neden olacaktir. Bu durumda
ortamdaki AChE enzimi inhibe edilebilir veya aktivitesi normale gore daha diisiik bir
diizeye indirilebilirse mevcut asetilkolin molekiilleri daha az pargalanacak ve
dolayisiyla asetilkolin konsantrasyonu goreceli olarak daha fazla seviyede tutulacaktir

(Soreq and Seidman 2001).

Asetilkolinesteraz enzimi ilk kez elektrik baligi Torpedo marmorata’nin bu enzimi
olaganiistii konsantrasyonda (200.000 molekiil/vezikiil) bulunduran elektrik organindan
ekstraksiyon yontemi ile izole edilmistir (Nachmansohn 1939). AChE’a ait bir¢ok
Ozellik elektrikli yilan baligi (Electrophorus electricus)’ndan saflastirilan enzim

tizerinde yapilan c¢alismalar sonucu kesfedilmistir (Lawler 1961). Enzimin
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saflagtirllmasinda afinite kromatografisi kullanildiginda en etkili saflastiriimanin

yapilabilecegi goriilmiistiir (Cuatrecasas et al. 1968).

Kolinerjik tedavi stratejisi lizerine farkli ¢alisma gruplar1 tarafindan in vitro ortamda
enzime kars1 ilag ve inhibitor arastirmalar1 yapilmistir. lgili calismalarda model olarak
coklukla insan rekombinant asetilkolinesteraz (hAChE) ve insan rekombinant

biitilkolinesteraz (hbAChE) kullanilmistir (Singh et al. 2013).

Farkli amaglar i¢in insan (Velan et al. 1991), sican (Legay et al. 1993; Coussen et al.
1995) ve fare (Vellom et al. 1993) gibi degisik canli tiirlerine ait asetilkolinesteraz
enzimi rekombinant olarak elde edilmistir. Calismalarin baslica hedefleri yapisal analiz
(Kronman et al. 1992), proteinin olgunlagmasi siirecinde meydana gelen translasyon
sonrast diizenlemeler (Coussen et al. 1995), AChE’m diger kolinesterazlardan farkli
olan substrat iliskisinin agiklanmasi (Vellom et al. 1993) gibi enzime ait degisik
gorevlerin agiga kavusturulmast ve bunlarin nedenleri iizerine olmustur. Bu
calismalarda enzim memeli hiicre hatlarindan (Lazar et al. 1993) bitkilere (Yamamoto

et al. 2009) kadar bir¢ok farkli konakta basari ile tiretilmistir.

Mevcut ¢aligmada ise literatiir taramalar1 goz Oniinde bulundurularak insan beyin
dokusuna ait asetilkolinesteraz enziminin rekombinant DNA yontemleri araciligi ile
hizli ve etkili bir yontem denenerek prokaryotik bir konakta tiretilmesi, saflagtirilmasi

ve daha sonrasinda ise biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan alet, cihaz, kimyasal ve ¢ozeltiler

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar

Cihaz

Marka / Model

Saf su cihazi

Otoklav

Inkiibator

PCR cihaz1

Calkalamali inkiibator
Calkalamali inkiibator
Elektroforez tanki (yatay)
Elektroforez tanki (dikey)
Semi-Dry Blotlama Cihazi
UV goriintiileme cihazi
Mikrodalga Firin

Is1 Bloklar1

Steril Kabin

Ceker ocak

Sogutmali santrifiij
Sogutmalr santrifiij
Spektrofotometre

pH metre

Hassas terazi

Karistirict (Vorteks)

mpMiniPure DestUp

Hirayama Hiclave Autoclave
Binder Red Line

Bio Rad C-1000 Thermal Cycler
Edmund Biihler GmbH KS-15
Zhicheng ZHWY 200D

Thermo EC 135-90

BioRad Mini Protean

BioRad Trans-Blot SD

Vilber Lourmat Quantum

Beko MD-1500

Lab-Line, VWR Digital Heatblock
WCS Class Il Type Biosafety Cabinet
WCS Space Series Fume Cupboard
Hettich Mikro 220R

Hettich Mikro 22R

Beckman Coulter DU-730

Schott pH-Meter CG840

Denver Instrument

Fisonswhirli-mixer
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Cizelge 3.1. (devam)

Karistirict (Dikey) Hybaid Midi Dual 14

Otomatik pipetler Eppendorf

Otomatik pipetler Eppendorf

Gli¢ kaynagi BioRad PowerPac HV
Calkalayici Midi Dual 14

Magnetik karistirict Chilten Hotplate Magmetic Stirrer
Kar makinesi Scotsman AF-20

Buzdolaplar1 (+4°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-20°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar)

Argelik, Bosch
Ugur UDD 400 BK

Glacier Ultralow Freezer’s

Cizelge 3.2. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Marka

Insan beyin cDNA Invitrogen
PET SUMO protein ekspresyonu Kiti Invitrogen
Primer Metabion
T4 DNA ligaz Promega
N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin Sigma-Aldrich
Ditiyoeritrol Sigma-Aldrich
Standart serum albiimin Sigma-Aldrich
Imidazol Sigma-Aldrich
Tagq DNA polimeraz Sigma-Aldrich
dNTP Sigma-Aldrich
Kanamisin Sigma-Aldrich
Sodyum hidroksit Merck
Trihidroksimetilaminometan Merck
Glisin Merck
Etanol Sigma-Aldrich
Gliserin Sigma-Aldrich
Sodyum dodesil siilfat Sigma-Aldrich
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Cizelge 3.2 (devam)

Amonyum persiilfat
[-merkaptoetanol

100 bp DNA marker

100 bp plus DNA marker
10X jel ylikleme boyasi
PageRuler Prestained protein marker
Luria bertani broth

IPTG

GenElute jel ekstraksiyon Kiti
GenelJet plazmit izolasyon Kiti
Ni NTA recine

Amicon filtre

Coomassie brilliant blue g250
DTNB

AChI

PVDF membran

SuperSignal Femto
SuperSignal Pico

HisG fare antikor

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Thermo Fisher
Invitrogen
Thermo Fisher
Sigma-Aldrich
Promega
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Millipore
Sigma-Aldrich-
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Thermo Fisher
Thermo Fisher

Invitrogen

Cizelge 3.3. Tez kapsaminda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Bos bir otoklav sisesine %]l tiripton, %0,5 maya
ekstrakti ve %1 NacCl tartildi. Bu karisim 950 ml
saf suda c¢ozdirildi. pH 7’ye ayarlanip son

hacim 1000 ml’ye

LB (Luria-Bertani) sivi
besiyeri (pH:7, 1000 ml)

otoklavlandi.  Eger

tamamlandiktan

antibiyotik

gerekiyorsa otoklav sonras1 55°C’ye soguyunca
kadar beklenip antibiyotik eklendikten sonra

+4°C’de karanlikta saklandi.

Eger kati besiyeri isteniyorsa ayni besiyerine

15g/L olacak sekilde agar katild1.
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Antibiyotikli kat1 LB
besiyerleri

Daha o6nce anlatildig1 gibi sivi ortamdan farkl
olarak igerisinde agar bulunan besiyeri
otoklavlandi. Sicaklik 40°C civarina diismesi ile
PET-SUMO vektoriin  kullanim  protokoliine
uygun olarak ortama 50 pg/ml kanamisin
eklendi. 85 mm’lik petri kaplarma 20-25 ml’lik
kat1 besiyerinden dokiildii. Agar sertlesinceye
kadar beklenildi ve daha sonra kullanilmak tizere
+4°C’de bir ay saklandi.

IPTG stok cozeltisi (50 mM)

0,6 g IPTG alinarak, son hacim 50 ml olacak
sekilde iizerine steril saf su ilave edildi. 0.2
pum’lik  filtre ile steril edildikten sonra

aliminyum folyoya sarilip +4°C’de saklandi.

Kanamisin stok ¢ozeltisi

(1 mg/ml)

10 mg kanamisin alinarak 10 ml steril saf suda
coziildi. 0.2 pum’lik filtre ile steril edildikten
sonra alliminyum folyoya sarilip +4°C’de

saklandi.

%10’luk amonyum persiilfat

1 g amonyum persiilfat tartilarak su ile 10 ml’ye

tamamlandi.
%10’luk SDS 1 g SDS 9 g suda ¢oziilerek elde edildi.
%30 Akrilamid - %0,8 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve 34,6 g su
Bisakrilamid karistirilarak ¢ozildii.

2X SDS-PAGE Numune
Tamponu

05 M Tris-HCI  (pH:68), gliserol, -
merkaptoetanol, bromfenol blue ve SDS karistirilip
steril su ile son hacim 10 ml’ye tamamlanir.

Alikuatlara boliiniip -20°C’de muhafaza edilir.

1X SDS-PAGE Numune
Tamponu

2X numune tamponundan sadece konsantrasyon
olarak farklilik gdosterir. Aymi sekilde hazirlanip
muhafaza edilir.

Yiiriitme tamponu

1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol)
tartilarak 450 ml suda ¢oziildii; %10’luk SDS’den 5
ml ilave edildi, pH=8,3’e ayarland1 ve toplam

hacim 500 ml’ye tamamland.
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SDS-PAGE I¢in Ayirma Jeli

15 mL Tris-HCI (pH 8.,8), 13,2 mL %30’luk
akrilamid- %0,8’lik bisakrilamid, 0,6 mL %1’lik
SDS, 0,4 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametiletilen diamin) ve 9,4 mL su karistirilir. Bu
karisimin iizerine en son olarak 0,8 mL %1,5’lik

amonyum persiilfat [(NH,),S,0s] ilave edilir.

SDS-PAGE I¢in Yigma Jeli

1 M’lik Tris-HCI’den 1,24 mL, %30 akrilamid-
%0,8’lik bisakrilamid’den 1 mL, %0,1’lik SDS’den
0,1 ml, %5’lik TEMED’den 0,1 ml ve sudan 7,8 ml
alinarak  karistirilir.
hazirlanmus, %1,5’lik PER’den 0,2 ml ilave edilir.

Son olarak yine giinliik

Sabitlestirme ¢ozeltisi

%50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak
sekilde karistirilarak hazirlandi.

Jel boyama cozeltisi

50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su
icerisinde 0,1 g Coomassie Brillant Blue R-250

reaktifinin ¢oziilmesiyle hazirlandi

Jel yikama cozeltisi

50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su
karistirilarak elde edildi.

Coomassie Brillant Blue G-
250

100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml
%095’lik etanolde ¢oziildi. Bu ¢ozeltiye %95°1ik
100 ml fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi

suyla 1 L’ye tamamlanda.

3 M imidazol ¢ozeltisi

20,42 g imidazol, 2,93 g NaCl, 0,24 g NaH,PO,
almp 80 ml saf suda ¢oziildi. pH 6,0 a
100 ml’ye
tamamlandi. Imidazol bilesiginin ¢dziinmesi zor

oldugundan 40-50°C’de 1s1t1ldu.

ayarlandiktan sonra son hacim

5XDogal Saflastirma
Tamponu

7 g NaH,PO,4 ve 29,2 g NaCl 180 ml deiyonize
suya ilave edilir, pH’s1 8’e ayarlanir. Son hacim

200 ml’ye tamamlanarak oda sicakliginda saklanir.

1XDogal Saflastirma
Tamponu

5X Dogal Saflagtirma Tamponundan 20 ml alinarak

son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
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Dogal Baglanma Tamponu

30 ml 1X dogal saflagtirma tamponu baglanma

tamponu olarak kullanilir.

Dogal Yikama Tamponu

50 ml 1x dogal saflastirma tamponuna 335 pul 3 M
imidazol (pH 6) ilave edilerek pH’s1 8’e ayarlanir.

Dogal Eliisyon Tamponu:

13,75 ml 1x dogal saflagtirma tamponuna 1,25 ml 3
M imidazol (pH 6) ilave edilerek pH’s1 8’e

ayarlanir.

Sodyum Fosfat Tamponu
(1M, pH 8, 100 ml)

932 ml 1 M NaHPO, ile 6,8 ml 1 M NaH,PO,
karistirildiktan sonra otoklavlandi ve oda sicakliginda
muhafaza edildi. Farkli pH ve konsantrasyonlar bu

stoktan hazirlandi.

TrisHCI Tamponu (1M, pH
8, 100 ml)

12.1 gr Tris tartilip yaklasik 80 ml saf suda ¢ozdiiriildii.
Uzerine yaklasik 4-4,5 ml HCI eklendikten sonra pH
kontrol edilip son hacim 100 ml’ye tamamlandi.
Otoklavland1 ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

Farkli pH ve konsantrasyonlar bu stoktan hazirlandi.

GlisinNaOH Tamponu (1M,
pH 10, 100 ml)

7,5 gr glisin yaklasitk 80 ml saf suda c¢ozdiriildi.
Konsantre NaOH ile pH ayarlandiktan sonra son hacim
100 ml’ye tamamlandi. Otoklavlandi ve oda
sicakliginda  muhafaza edildi. Farklh pH ve

konsantrasyonlar bu stoktan hazirlandi.

10 mM Asetiltiyokolin iyodat
(AChl)

0,058 g asetiltiyokolin iyodat tartilip saf suyla 20

ml’ye tamamlanir.

0,5mM DTNB

0,004 ¢ DTNB ve 0,2 g sodyum sitrat tartilip saf

suyla 20 ml’ye tamamlanir.

10X Transfer Cozeltisi

29 g Glisin, 58 g Tris, 3,7 g SDS 900 ml destile su

igerisinde ¢oziiliir ve pH 8,3’e ayarlanir.

10X TBS

80 g NaCl, 2 g KCI, 30 g Tris 900 ml destile su
icerisinde ¢oziiliir. IM HCl ile pH 7,4’e ayarlanir ve
toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlanir.

Otoklav edildikten sonra kullanima hazir hale gelir.

10x Tris-Glisin Elektroforez

Cozeltisi

30,2 g Tris, 188 g Glisin, 100 ml %10 SDS 1 litre

destile su igersinde ¢oziiliir.
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5X SDS Yiikleme Cozeltisi

2,5 ml Tris/HCI ¢ozeltisi, 0,771 g DDT, 0,05 g
brom fenol mavisi, 5 ml %50 gliserol, 1 g SDS
almir ve toplam hacim destile su ile 10 ml‘ye

tamamlanir. Alikuatlara ayrilir ve -20°C‘de saklanir.

10x TBS’den 100 ml alinir ve 900 ml destile su ile

TBST 1 litreye tamamlandiktan sonra 1 ml Tween-20
ilave edilir
40 mM Tris, 5 mM sodyum asetat, 1 mM EDTA
1XTAE tamponu

(pH=8,0) olacak sekilde dH,O kullanilarak 1 litre

tampon hazirlandi.

Lizis Tamponu (pH:7.8, 100
ml)

Taze olarak kullanilmasi daha saglikli olacag icin
kiigiik hacimlerde hazirlandi. 50 mM potasyum
fosfat, 400 mM NacCl, 100 mM KClI, %10 gliserol,
9%0.5 triton X-100 ve 10 mM imidazol 90 ml saf
suda ¢ozdiiriildi. pH ayarlanip son hacim 100

ml’ye tamamlandi. +4°C’de muhafaza edildi.

1 M Tris-HCI (pH 8,8)

12,11 g Tris (0,1mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildii,
pH ayar1 1 M HCI ile yapildiktan sora 100 ml’ye

tamamlandi.

1 M Tris-HCI (pH 6,8)

12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda
¢ozildi, pH ayar1 1 M HCI yapildiktan sonra 100

ml’ye tamamlandi.

%1’lik agaroz jel

0,3 gram agaroz tartildi iizerine 30 ml 1XTAE
(Tris-Asetat-EDTA) tamponu eklendi. Kisa bir siire
mikrodalga firmn igerisinde 1sitilmaya birakildi. Oda
sicakliginda bir siire soguduktan sonra iizerine son
konsantrasyon 5 pg/ml olacak sekilde etidyum
bromiir ilave edilip karistirildi. Elektroforez tankina
dokiildiikten sonra vakit kaybetmeden taraklar

yerlestirilip donmaya birakildi.
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3.1.2. Test mikroorganizmalari

Calismada konak mikroorganizma olarak E. coli One Shot® Mach1™-T1R ve E. coli
BL21(DE3) One Shot® suslar1 kullanildi.

3.1.3. Protein Uriiniiniin cDNA Sekansi

Tasiyict molekiile (vektor) aktarilacak AChE genine ait cDNA sekansi, ticari olarak
temin edilen insan beyin ¢cDNA kiitiphanesinden dizayn edilen ileri (forward) ve geri
(reverse) primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) araciligi ile

cogaltild.

3.1.4. T4 DNA ligaz

Proteini kodlayan gen bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan sonra T4 DNA ligaz enzimi

kullanilarak vektore aktarildi.

3.1.5. pET SUMO klonlama ve protein ekspresyon sistemi

Protein triinline ait dizi PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildiktan sonra klonlama ve protein

tiretimi i¢in ticari olarak temin edilen bu sisteme AT klonlama yolu ile aktarildi.

3.1.6. Bilyiitme (besiyeri) ortamlari

Ligasyon sonrasi elde edilen rekombinant vektor, E.coli hiicrelerine transforme
edildikten sonra bu hiicrelerin gelismesini saglamak amaciyla kullanildi. Kullanilan
bliylitme ortamlari, tampon ¢ozeltiler ve ayiraclara ait hazirlama protokolleri EK 1°de

verilmistir.
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3.1.7. Plazmit saflagtirma Kkiti

Rekombinant vektorii iceren dogru kolonilerden plazmit saflagtirmak i¢in kullanildi.

3.1.8. Primerler

Calismada insan beyin cDNA kiitiiphanesinden gen bdlgesini c¢ogaltilmast ve
transformasyondan sonra basarili kolonilerin secilmesi amaciyla iki farkli primer
kombinasyonu kullanildi. Bu primerlerden gen bdlgesini ¢ogaltmak icin olani elle

dizayn edilirken vektor i¢in kullanilan primerler ise klonlama kiti ile hazir alindi.

3.2. Yontem

3.2.1. Gen bolgesinin ¢ogaltilmasi

3.2.1.a. Gene ait primerlerin dizayn edilmesi

Gen bolgesi i¢in kullanilan primerler elle online veri tabanlari kullanilarak dizayn
edilirken, koloni se¢iminde kullanilan primerler ise iiretici firmadan klonlama Kkiti ile

hazir olarak satin alindu.

AChE genine ait ileri ve geri primerler NCBI (National Center for Biotechnology
Information)’da tespit edilen Human acetylcholinesterase (Ache), mMRNA (Nucleotide-
M55040.1) transkriptine ait cDNA sekansina gore dizayn edildi. Rekombinant protein
tiretimi i¢in kullanilan pET SUMO sisteminde tek bir vektorle hem klonlama hem de
tiretim yapilabilmektedir. Bu sistemde kesim enzimi kullanilarak gen bdolgesinin bir
vektorden alinip diger vektore tekrar ligasyonu gibi bir islem gerekmemektedir. Bu
nedenle primerlere kesim bolgesi eklenmesi gibi ekstra bolgeler eklendmedi. Gen
bolgesinin baslama ve bitis sinyallerini iceren kisimlarimi kapsayan diziler rasgele

secildi.
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Farkli parametreler belirlemedigi icin secilen primerler sadece
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi web sayfasinda blastlanarak baska bir gene ait
diziyi de amplifiye edip edemeyecegi tespit edildi. Secilen primer dizilerinin sadece
hedef gen dizisine spesifik oldugu goriildiikten sonra her iki diziye http://eu.idtdna.com
online veri tabani kullanilarak Tm sicakliklarinin birbirlerine yakin olmasi i¢in baz

ekleme ¢ikarma islemi yapildi.

3.2.1.b. AChE genine ait cDNA sekansinin ¢ogaltilmasi

cDNA sekansinin amplifikasyonu i¢in dizayn edilen ileri ve geri primerler kullanilarak
ve uygun PCR protokolii uygulanarak AChE genine ait sekans ¢ogaltildi. Bir¢ok farkl
reaksiyon kombinasyonu ile denemeler yapildiktan sonra Cizelge 3.4 ile 3.5te

gosterilen ve en 1yi sonucun alindig1 parametreler kullanildi.

Cizelge 3.4. AChE geninin amplifikasyonu i¢in kullanilan PCR reaksiyon karigim1

PCR Bileseni Kullamilan Miktar (ul) Son Konsantrasyon
dH,0 6.1 -

Primer R (10 pmol) 1 0.66 pmol
Primer F (10 pmol) 1 0.66 pmol
Tampon (10X) 1.5 1X

MgCl; (25 mM) 1.3 2.1 mM
dNTP (10 mM) 0.6 0.4 mM

Taq Polimeraz (5 u/ul) 0.5 1 Unite
cDNA 3 -

Toplam Reaksiyon Hacmi 15 ul

Cizelge 3.5. AChE geninin amplifikasyonu i¢in PCR reaksiyon kosullari

Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94°C /4 dk
Denatiirasyon 94°C /150 sn

Yapisma (Annealing) | 66°C / 30 sn 35
Uzama (Extension) 72°C /2 dk

Son Uzama 72°C /5 dk
Bekleme +4°C |
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3.2.2. PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezi ile kalitatif tayini

Bu asamada %1’lik bir agaroz jeli hazirlandi. Bunun i¢in hazirlanan miktara gore %1
oraninda tartilan agaroz gereken miktarda TAE (Tris-acetate-EDTA, pH:8) igerisine
alindi. Mikrodalga firinda eritilen bu karistm 35-40°C’ye sogudugunda son
konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr (Etidyum bromiir) eklenip jel donmaya
birakildi. Jelin donmasini takiben kuyucuklara 6X yiikleme boyasi ile karigtirilmig PCR
tirtinii yiiklenip 60-70V ta markirla birlikte yaklasik 1 saat ytiriitiildi.

3.2.3. PCR iiriiniiniin jelden ekstraksiyonu

PCR ile amplifiye edilen AChE geni ligasyon oOncesinde jelden ekstraksiyonla
saflastirildi. Bu islem asagidaki basamaklar takip edilerek gergeklestirildi. Tiim santifiij
basamaklar1 12000-16000 g’de (11000-13000 rpm) yapildi. Izolasyon asamasinda
GenElute™ Gel Extraction Kit (NK1111, Sigma) izolasyon kiti kullanildx.

1. Agaroz jelde yiirtitiilen ve UV 1s1k altinda goriilen bantlar bant kesme aparat1 veya
bisturi ile jelden kesildi.

2. Alnan bantlarin agirhig: tespit edildi.

3. Her 100 mg jel icin 300 pl Gel Solubilization Solution (jel ¢dzme soliisyonu)
eklenerek karisim 55°C’de 10 dk inkiibe edildi. Her 2-3 dk’da bir vortekslendi.

4. Baglama kolonu (Gen Elute Binding Column G) 2 ml’lik ependorf tiipiine
yerlestirilerek tizerine 500 pul kolon hazirlama soliisyonu (Column Preparation Solution)
eklendi. 1 dk santrifiijlenerek sivi kisim atild.

5. 3. basamaktaki 1 jel hacmi kadar saf izopropanol eklenerek homojen hale gelinceye
kadar karistirildu.

6. Karisim 4. basamakta hazirlanan kolona aktarildi. 1 dk santrifiij edilerek siv1 kisim
atildu.

7. %95-100’liik etanol eklenmis 700 pl yikama soliisyonu (Wash Solution Concantre
G) kolona eklenerek 1dk santrifiij edildi. Sivi kisim uzaklastirilip kolon tekrar

yerlestirilerek ekleme yapilmadan 1 dk santrifiijlendi.
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8. Kolon yeni bir tiipe konarak merkezine 50 ul eliisyon tamponu (Elution Buffer)
eklendi ve 1 dk bekledikten sonra 1 dk santrifiij yapildi. Alinan son eliisyon igerisinde

PCR iiriiniiniin olup olmadig1 agaroz jel elektroforezi yapilarak tespit edildi.

3.2.4. Rekombinant vektoriin elde edilmesi

AChE enziminin iiretimi ile ilgili gen bolgesi (cDNA) dizayn edilen ileri ve geri
primerler ile PCR’da ¢ogaltildiktan sonra uygun sartlarda (Cizelge 3.6) pET SUMO

vektoriine ligasyon yapildi. Bu islem sonucunda rekombinant vektor elde edildi.

Cizelge 3.6. Ligasyon islemi i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlart

Bilesen Kullanilan Miktar (ul)
PCR Uriinii 3
SUMO vektor 2
Ligaz Buffer 2
T4 Ligaz 1
dH,0 2

3.2.5. Rekombinant vektoriin kompetent hiicrelere transformasyonu

Ligasyon reaksiyonu sonucu elde edilen rekombinant vektoriin ligasyon isleminde
basarili olup olunmadigini kontrol etmek amaciyla klonlama i¢in uygun konaga
transferinden sonra antibiyotikli biiylime ortamina ekimi yapildi. Bu asamada onceki
adimda elde edilen ligasyon {irinii kullanildi. Bu islem i¢in pET SUMO sisteminde

belirtilen yol izlendi;

a. -80°C’de korunan komponent hiicreler (E.coli One Shot® Mach1™-T1F) buz
tizerinde yavas bir sekilde ¢ozdiiriildiikten sonra iizerine 2 pl ligasyon iriinii eklendi.

b. Buz tizerinde 5-30 dk boyunca inkiibe edildi.

€. Hemen ardindan hizli bir sekilde 42°C’de 30 sn inkiibe edildi.
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d. Tipler tekrar buz lizerine alindi.

e. Her bir tiipe 250 ul S.O.C. besiyeri (2%tripton, 0.5%maya ekstrakti, 10 mM NacCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO, ve 20 mM glukoz.) eklendi.

f. Agz sikica kapatilan tiipler 1 saat 37°C’de 200 rpm’de inkiibe edildi.

g. Inkiibasyon iiriinii antibiyotik iceren petrilere 100-200 ul seklinde yayildi.

Ekim yapilan bu petriler biiyiime i¢in gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakildu.

3.2.6. Koloni PCR

Bu islem rekombinant vektorii tasiyan kolonilerin belirlenmesi amaciyla AChE igin
tasarlanmig primerlerle yapildi. pET SUMO sisteminde klasik klonlama isleminde
tercin edilen X-gal gibi substrat iceren besiyeri kullanilmamaktadir. Bu nedenle
transformasyon sonrasi elde edilen koloniler morfolojik olarak birbirlerine benzerler.
Fakat bu durumda tiim hiicrelerin dogru plazmiti aldig1 yorumu getirilemez. Sistem
vektorii lineer bir yapidadir ve insert edilecek gen parcasinin A-T uglarina sahip olmasi
yeterlidir. Ancak bazi durumlarda gen bolgesi A-T klonlama sitesine ters bir sekilde
yapisabilmektedir. Bu nedenle ligasyon sonrasi transformasyon isleminde elde edilen

koloniler kontrol edildikten sonra plazmit izolasyonu yapilmalidir.

Ik transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerden bazilari rastgele secilip (9 koloni)
numaralandirildi. Dogru rekombinant vektorii tasiylp tasimadiklarini tespit etmek
amaciyla PCR’da template olarak mikro pipet ucuyla alinan koloniler kullanildi
(Cizelge 3.7). Gene ait primerler kullanilarak gerceklestirilen PCR reaksiyonunun
(Cizelge 3.8) iirtinleri agaroz jel elektroforezinde markera kars1 yiiriitiildii. Pozitif ¢ikan
kolonilerden daha sonra vektore ait ileri ve geri primerler kullanilarak ayri bir kontrol

PCR’1 yapildi.
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Cizelge 3.7. Koloni PCR reaksiyon karigimi

PCR Bileseni Kullanilan Miktar (ul)
dH,0 6.1

Primer R (10 pmol) 1

Primer F (10 pmol) 1

Tampon (10X) 1.5

MgCl; (25 mM) 1.3

dNTP (10 mM) 0.6

Taq Polimeraz (5 u/pl) 0.5

Kalip DNA Tek koloni
Toplam Reaksiyon Hacmi ~12 ul

Cizelge 3.8. Koloni PCR reaksiyon sartlari

Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94°C /10 dk
Denatiirasyon 94°C /150 sn

Yapisma (Annealing) | 66°C / 30 sn 35
Uzama (Extension) 72°C /2 dk

Son Uzama 72°C /5 dk

Bekleme +4°C |

3.2.7. Plazmit izolasyonu

Koloni PCR’1n ardindan rekombinant vektorii aldigi dogrulanan kolonilerin stoklama
amaciyla antibiyotik iceren kati besiyerine ekimi yapildi. Bir gece inkiibasyona
birakilan bu petriden koloni PCR’da pozitif sonu¢ veren ve yine rastgele alinan iki
koloni (2. ve 4. koloniler) bir gece 10 ml’lik antibiyotik igeren sivi LB besiyerinde
biiyiitiildii. Bu besiyerlerinden daha sonra ¢apraz PCR yapmak ve ekspresyon konagina
transforme etmek i¢in rekombinant vektor izole edildi. izolasyon i¢in GeneJET Plasmid

Miniprep Kit (K0502, Thermo) kullanild:. Izolasyon asagida belirtilen sekilde yapildi;
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a. Bir gece 37°C’de LB ortaminda biiyiitiilmiis besiyerinden 1-5 ml alinip 8000
rpm’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Stvi kisim uzaklastirild.

b. Pelet itizerine 250 pl siispansiyon soliisyonu (Resuspension Solution) eklenip
¢Ozdiriildii.

C. Yeni bir ependorfa alinan homojenatin iizerine 250 pl Lysis Solution eklenip
hafifge 4-6 kez tersyiiz edildi.

d. Yine aym tiipe 350 pl noétralizasyon tamponu (Neutralization Buffer) eklenip
hafifce tersyiiz edildi.

e. 5dk 12000 g’de santrifiij yapildi. Sivi faz GeneJET spin kolonuna transfer edildi.

f.  Kolon takili tiip 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Alta gecen siv1 kisim atildu.

g. Kolon iizerine saf etanol eklenmis 500 ul yikama soliisyonu (Wash Solution)
birakildi.

h. 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Alta gegen sivi kisim atildi. 7. basamak
tekrarlandi.

i.  Ayni kolon bu sefer bir sey eklenmeden etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 1 dk bos
santrifiij edildi.

J. Kolon yeni bir tiipe alindiktan sonra kolon merkezine 50 pl eliisyon tamponu
(Elution Buffer) eklendi. 2 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 2 dk santrifiij edildi.

k. Kolon atildiktan sonra plazmit igeren eliisyon sivist -20°C’de sakland.

3.2.8. Capraz kontrol PCR reaksiyonu

SUMO sisteminde A-T klonlama yapildigi i¢in gen iriinii bazen ters bir sekilde
baglanabilmektedir. Izolasyon sonrasi elde edilen plazmitlerden PCR yapilarak genin
vektore dogru bir sekilde baglanip baglanmadigi kontrol edildi. Bu islemlerde vektor
icin primer olarak Cizelge 3.9’da belirtilen ve ekspresyon Kkiti ile ticari olarak temin
edilen primerler kullanildi. Koloni PCR’da pozitif sonug veren kolonilerden izole edilen
plazmitlerin kalip DNA olarak kullanildigi 4 farkli PCR kobinasyonu Cizelge 3.10’da
belirtilen sekilde tasarlandi.
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Cizelge 3.9. SUMO vektoriine ait primer bilgileri

Primer Sekans (5" 3) Tm (°C) Uzunluk (bg)
SUMO ileri AGATTCTTGTACGACGGTATTAG 60 23
T7 Geri TAGTTATTGCTCAGCGGTGG 60 20

Cizelge 3.10. Plazmitten yapilan kontrol PCR reaksiyonlari

Reaksiyon Kalip DNA Ileri Primer  Geri Primer Biiyiikliik (bc)
1 2 koloni plazmit Rekombinant plazmitin 7488
2 4.koloni plazmit kendisi 7488
3 2.koloni plazmit Vektor Vektor 2103
4 4.koloni plazmit Vektor Vektor 2103
5 2.koloni plazmit Gen Vektor 1998
6 4.koloni plazmit Gen Vektor 1998
7 2.koloni plazmit Vektor Gen 1950
8 4.koloni plazmit Vektor Gen 1950
9 2.koloni plazmit Gen Gen 1845
10 4.koloni plazmit Gen Gen 1845

3.2.9. Pozitif sonug veren bakterilerin gliserolde stoklanmasi

Bu asamada dogru vektorii alan koloniler daha sonra tekrar kullanilmak iizere stoklandi.
Bunun i¢in tim PCR kontrollerinde pozitif sonu¢ veren koloniler sivi LB ortaminda
biiytitiildiikten sonra {iizerlerine %15°lik gliserol eklendi. Gliserol+hiicre karigimi
alikuatlara ayrildiktan sonra sivi azot igerisinde ani dondurma islemine tabi tutulup

ardindan hemen -80°C’ye alinarak stoklanda.
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3.2.10. Rekombinant plazmitin konaga transformasyonu

Geni dogru sekilde alan pET-SUMO-hAChE plazmitleri belirlendikten sonra klasik 1s1
soku yontemi ile protein iiretimi igin konak organizma olan E. coli BL21 (DE3) bakteri

hiicrelerine aktarildi.

Bu agamanin gergeklestirilmesinde pET SUMO sisteminde 6nerilen yol takip edildi;

a. -80°C’de saklanan E. coli BL21(DE3) One Shot® ¢ikarilip buz iizerinde ¢dziinmesi
beklendi.

b. Cozilinen hiicrelerin tizerine 3 ul plazmit eklendi.

C. 30 dk buz iizerinde inkiibe edildi.

d. Hizli bir sekilde 42°C’ye alinip 30 sn bekletildikten sonra hemen geri buz iizerine
alinip iizerine 250 pl S.O.C. besiyeri eklendi.

e. 1saat 37°C’de 200 rpm’de inkiibe edildi.

f. Tipten 50 pl kadar antibiyotikli kati besiyerine kalani ise antibiyotikli sivi
besiyerine inokiile edildi. Ekim sonrasi kat1 LB petrisi inkiibatorde, sivi besiyeri ise

37°C’de 200 rpm’de inkiibe edildi.

3.2.11. Pilot (deneme) ekspresyon

Bu asamada rekombinant vektoriin aktarildigir hiicreler daha biiyiik besiyerlerinde

bliyiitiildii ve indiikleyici ile ekspresyon seviyesindeki degisimler saptandi. Bunun igin;

a. Ilk olarak dnceki geceden transformasyona ugramus hiicreler 200 ml antibiyotikli
besiyerine alindi.

b. ODggg 0.4-0.6 olana kadar inkiibatorde 37°C’de biiyiitiildii.

c. Yeterli bliyiime diizeyine ulastiktan sonra bu besiyeri esit hacimlerde iki yeni erlene
boliindii.

d. Erlenlerden birine higbir sey eklenmezken digerine son konsantrasyon 1 mM olacak

sekilde IPTG eklendi. IPTG eklenen erlenden 2 saatte bir 6rnekler alindi. Alinan bu
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ornekler 3000 rpm’de 6 dk santrifiij edilip sulu faz1 uzaklastirildiktan sonra -20°C’de

saklanda.

Pilot ekspresyon, rekombinant proteinin fretilip tretilmedigini gormek i¢in
gerceklestirildi. Pilot aktivite tayini ve SDS-PAGE yapilip iiriin varligindan emin
olunduktan sonra daha biiyiilk miktarda besiyeri kullanilarak rekombinant proteinin
tiretimi yapildi. Asagida belirtilen 6rnek toplama, hiicre pargalama ve aktivite tayini gibi
islemler hem pilot ekspresyonda hem de gergek calismalarda benzer sekilde yapildi. Bu
noktadan itibaren bahsedilecek olan yontemler gercek ekspresyon galigmalar1 esnasinda

takip edilen yontemleri kapsamaktadir.

3.2.12. Hiicrelerin parcalanmasi ve 6rneklerin toplanmasi

Bu asamada ilk olarak indiikleyici igeren ortamda inkiibe edilen bakteriler yaklasik 7
saat sonra parcalama islemine tabi tutularak iirettirilen proteinin hiicre disina ¢ikarilmasi
amaclandi.  Elde edilen lizat igerisindeki proteinin varligi ve islevselligi farkli

yaklasimlarla kontrol edildi.

IPTG eklenmesi ile indiiklenen besiyeri ortamimnin bulundugu erlenden 2 saatte bir
olmak kaydiyla &rnekler toplandi. Indiikleme sonrasi hiicreler 15 ml’lik falcon tiiplere
almip 3000 rpm’de 6 dk santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasi {istte kalan sivi faz
uzaklastirildi. Altta kalan peletin {izerine yeniden bakteri eklenip benzer sekilde
santrifiij islemi gerceklestirildi. Orneklerin bu sekilde toplanarak birim lizis tamponu
igerisinde daha fazla peletin ¢ozdiiriilmesi saglandi ve dolayisi ile daha yogun miktarda

protein elde edilmesi amaclandi.

Lizis islemi i¢in toplanan 6rneklerden elde edilen peletler tizerine uygun miktarda lizis
tamponu eklendikten sonra yavas yavas erimesi beklendi. Ornekler soguk su icerisinde
15 sn’lik sonikasyonu takip eden 45 sn’lik bir bekleme siiresi olacak sekilde 3-4 kez

tekrarlanan bir islemle parcalandi.
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Sonikasyonu takiben hiicreler ayrica sivi azot yardimiyla da parcalandi. Bunun igin
tiipler dnce sivi azotta bekletilip iyice donmalar1 saglandi. Tamamen soklanan hiicreler
42°C’lik su banyosuna alinarak tekrar ¢ozdiiriildii. Bu islem 3-4 kez tekrarlandi. Son
¢ozme islemi sonrasi hiicreler 2 ml’lik ependorf tiiplere transfer edildi. Bu tiipler 12000
g’de 1 dk santrifiij edildikten sonra enzimin bulundugu sivi faz hemen soguk ortama

alindi.

3.2.13. Dogal sartlar altinda kolondan rekombinant protein saflastirma

3.2.13.a. ProBond ™ kolonun hazirlanmasi

Protein saflagtirmasi, bir karisimdan tek bir tip proteininin izole edilmesi i¢in izlenen bir
siirectir.  Ilgili proteinin islevi, diger proteinlerle etkilesimi ve yapismin
kimliklendirilmesi i¢in bu proteinin saflastirilmasi sarttir (Waugh 2005). Rekombinant
proteinler, farkli kromatografi teknikleri kullanilarak saflagtirilirlar. Rekombinant
proteinler genelde afinite kromatografisi ile izole edilebilir (M. Li et al. 2004). Y6ntem
genelde doku veya mikrobiyal bir kiiltiir gibi birden fazla protein i¢erebilecek kaynaklar
icin kullanilir. Cesitli adimlar sonucunda ilgili protein bulundugu ortamdaki diger
protein ve protein olmayan bilesenlerden tamamen ayrilir. Ayristirma basamaginda
proteinlerin sahip oldugu fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklerden yararlanilir.
Proteinin tiretimini saglayan vektorlerde bulunan ekstra aminoasitler kolayca taninmay1
saglayan afinite kuyrugu olarak goérev yaparlar (Young et al. 2012). Bu kuyruga sahip
olmayan protein ve diger molekiiller kolona tutunamadan gegerler. Hedef proteinin
kolonla olan iliskisini bozacak bir c¢ozelti eklendigi zaman bu protein artik

tutunamayacak ve kolondan ayrilacaktir.

Immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC) proteinlerin saflastirilmasinda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Block et al. 2009). En popiiler formu ise bir transisyon
metali ile bir peptidin C veya N terminaline baglanmis polihistidin (3-10 histidin)
kuyrugunun imadazol halkasi ile interaksiyona gegebilecek bir matrikse sahip olanidir

(Young et al. 2012). Yontemde farkli 6zellikleri olan metaller kullanilabilmektedir
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(Sekil 3.1). Kullanilan metallerin se¢imi yapilan calismaya ve hedef proteinin

karakterine gore degisebilmektedir.

Afinite

Cu+2

Ni+2

Spesifiklik

Sekil 3.1. IMAC’ta kullanilan farkli metaller ve bu metallere ait afinite-spesifiklik
karsilagtirmasi (Anonymus 2015)

ProBond sistem, 6xHis kuyrugu olan rekombinant proteinleri saflastirmak i¢in dizayn
edilmistir. Kolon materyali nikel igermektedir. Nikel selatlayabilen re¢ine ile 6Xhis-tag
kuyruguna sahip vektorler kullanilarak farkli konak tiplerinde ifade ettirilmis
rekombinant fiizyon proteinler kolay bir sekilde saflastirilabilmektedir (Hochuli et al.
1987). Bu kolon materyali yiiksek segicilikle galismaktadir. Nikel selatlayici reginelerde
ligant olarak Ni*? ile iiglii koordinasyon bdlgesi olusturan iminodiasetik asit (IDA),
dortlii koordinasyon bdlgesi olusturan nitriloasetik asit (NTA) (Sekil 3.2) ve besli
koordinasyon bdlgesi olusturan tris karboksimetiletilendiamin (TED) kullanilmaktadir

(Hefti et al. 2001; Janknecht et al. 1991).
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QTA

Sekil 3.2. En ¢ok tercih edilen IDA ve NTA nin polihistidin kuyrugu igeren proteinlerle
kurdugu etkilesime ait sematize gosterim (Anonymus 2015)

Rekombinant proteinin dogal sartlar altinda saflastirilmast i¢in Oncelikle kolon
materyali hazirlandi. Bu islem ig¢in; 10 ml’lik saflagtirma kolonuna 2 ml Probond™
nikel selatlayici regine dokiilerek kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan sivi
dikkatlice uzaklastirildi. 6 ml steril saf su ilave edilip regine ters ¢evrilerek ve kolona
hafif¢e vurularak yeniden siispanse edildi. Reginenin yer ¢ekimi ile kolona yerlesimi

saglandiktan sonra {istte kalan s1v1 dikkatlice uzaklastirildi.

Dogal sartlar altinda saflastirma i¢in 6 ml dogal baglanma tamponu (EK 1) ilave edildi.
Regine ters cevrilerek ve kolona hafifce vurularak yeniden siispanse edildi. Reginenin
yer cekimi ile kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan sivi dikkatlice

uzaklastirildi. Son islem tekrarlandi.

3.2.13.b. Rekombinant proteinin konsantre hale getirilmesi

Rekombinant protein teknolojisi normalde fermantor adi verilen kompleks cihazlarda
gerceklestirilen bir islem olup birim miktarda daha yogun iiriin ve aktivite amaclanir.
Boyle bir sistem mevcut olmadigi ig¢in protein farkli yollarla konsantre edildi. Bu
asamada molekiiler agirligit 60 kDa’dan fazla olan proteinleri tutan bir kolona sahip
biiyiik falkonlar kullanildi. Onceki basamaklarda 1s1 soku ile hiicre icerigi cikarilan

hiicrelerden elde edilen 30 ml lizat ‘amicon filtre’ (Milipore) ile 3 ml’ye kadar
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indirgendi. Boylece protein yaklasik 50 kat (5 kez yapilan hiicreden pelet elde edilme
sathasi1 dahil) daha konsantre hale getirildikten sonra hazirlanan saflastirma kolonuna

yiiklendi.

Recineyi yiiklenen soliisyon igerisinde siispanse halde tutmak i¢in yavasca calkalama ile
30-60 dk siiresince baglanmasi saglandi. Reginenin yer c¢ekimi ile kolona yerlesimi
saglandiktan sonra istte kalan sivi dikkatlice uzaklastirildi. 8 ml ‘dogal yikama
tamponu’ (EK 1) ile yikama yapildi. Reginenin yer ¢ekimi ile kolona yerlesimi
saglandiktan sonra tiistte kalan sivi dikkatlice uzaklastirildi. Yikama islemi 3-4 kez
tekrarlandi. Dik pozisyonda kelepge ile baglanan kolonun alt ugtaki kapagi ¢ikarilarak
8-12 ml ‘dogal eliisyon tamponu’ (EK 1) ile protein eliie edildi.

3.2.13.c. Diyaliz basamag

Diyaliz, hedef proteinin kolondan ayrilmasi i¢in kullanilan tampon ¢ozeltilerde bulunan
tuz gibi kiigiik molekiillerin arindirilmasi i¢in yapilan bir islemdir. Bu teknik tuz ya da
diger kiicik molekiillerin  hiicre  kisimlarindan  uzaklastirilmasi  amaciyla
kullanilmaktadir. Tuzlar, proteinlerden yar1 gegirgen bir zar kullanilarak ayrilabilir. Eliie
edilen protein karisimi diyaliz torbasinin i¢ine konur ve bu torba da kiigiik molekiillerin
tasinacagl bir tampon c¢ozelti igerisine yerlestirilir. Bu esnanda diyaliz torbasinin
gozenek capindan daha bliylik boyutlara sahip molekiiller diyaliz torbasinin igerisinde
hapsolurken daha kiigiik capli molekiiller ise diflizyon esasmna dayanarak diyaliz

tamponuna geger.

Kolondan saflastirma sonucu elde edilen numune, diyaliz torbasina yerlestirilerek iki
saat siireyle diyaliz tamponuna (20 mM sodyum fosfat, pH 8) karsi iki defa diyaliz
edildi. Buz banyosunda gercgeklestirilen bu islemin ardindan eliisyon Ornegi daha

sonraki karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere sogukta muhafaza edildi.
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3.2.14. Karakterizasyon ¢alismalari

3.2.14.a. Bradford metodu ile protein miktarimin belirlenmesi

Kiiltiir sivisindaki toplam protein miktar1 Bradford metodu kullanilarak belirlendi. Bu
yontem, proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan
kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg
arasindadir (Bradford 1976). Elde edilen absorbans degerleri ile ¢izilen standart grafik
kullanilip toplam protein miktar1 belirlendi. Bunun yani sira bu yontemle konsantre
etme, saflastirma ve indiikleyici ajanin protein {retimi iizerine olan etkisi de

gozlemlendi.

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alinip
tiim tiiplerin hacmi saf su ile 0,1 ml’ye tamamlandi ve 4,9 ml renklendirme reaktifi
tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dk sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde
kore karsi absorbans degerleri okunmustur. Kor olarak 0,1 ml saf su ve 4,9 ml
renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanilarak absorbans degerlerine karsilik
gelen pg protein degerleri ile standart grafik ¢izildi. Protein tayini yapilacak numuneler

i¢cin ayn1 yontem uygulanip standart grafik kullanilarak miktar tayini yapildi.

3.2.14.b. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein ekspresyonunun basarisini kontrol etmek ve dogrulugundan emin olabilmek i¢in
jele farkli asamalarda elde edilen firiinler yiliklendi. Bu sayede indiikleyici ajanin,

saflagtirma yonteminin ve konsantrasyon artirma islemlerinin etkisi gozlemlenebildi.

Hiicreler parcalandiktan sonra elde edilen lizat ve konsantre iiriin uygun yiikleme
tamponu ile inkiibe edildip jele yiiklendikten sonra markira karsi yiiriitiildi. Ydiriitme
isleminin ardindan jel coomassie blue yontemiyle boyandi. Boyama isleminin ardindan

elde edilen jelde iiriin varlig1 tespit edildi. islem ozetle asagida belirtilen sekilde yapilds;
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1. Lizat dondurulmus ise buz lizerinde ¢ozdiiriildi.

2. Lizatin 20ul’si SDS-PAGE jel yiikleme tamponu ile karistirildi.

3. 5 dk kaynatilip jele 18-20 ul yiiklendi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan
(+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 60 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve
ornek ayirma jeline kadar gelip yigildi. Bu ilk yiirlitmeden sonra akim 120 volt’a
cikartilarak numuneler jelin alt sinirma gelene kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildu.

4. Yiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika
bekletilen jel kasetten gikarilarak boyama ¢ozeltisine konuldu ve galkalayici tizerinde
bir gece bekletildi. Jel boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama ¢6zeltisine konuldu. Rengi
acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar calkalayicida yikanan jel c¢ikarilarak

fotografi cekildi.

3.2.14.c. Aktivite tayini

AChE enziminin aktivitesinin Sl¢limii i¢in bu enzime spesifik olan Ellman metodu
kullanildi. Bu yontemde kullanilan Asetiltiyokolin iyodat (AChl; ATC)’in AChE
enzimi ile tepkimeye girmesi sunucu tiyokolin ve asetat olusur. Olusan tiyokolin 5°-
ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona girerek sart renkli bir bilesik
olusturur. Yontemin prensibi bu sart rengin 412 nm’de 5 dk oOlgiilmesine dayanir

(Ellman et al. 1961).

Aktivite tayini i¢in kullanilan yontemdeki kiivet icerigi ve kullanilan bilesenlerin

miktarlar Cizelge 3.11°de belirtildigi gibidir.
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Cizelge 3.11. AChE aktivite ol¢iimiinde kiivet icerigi

Kiivet Icerigi Kor Kiivet Numune Kiiveti
dH,0O 800 pl 750 pl
Tampon 100 pl 100 pl
AChl 50 pul 50 pul
Enzim 50 pl 50 pl
DTNB - 50 ul

Absorbans degisimi 412 nm’de 5 dakika boyunca kore karsi ol¢iildii. Sonra dakika

basina aktivite hesaplandi. Aktivite hesaplamalari i¢in asagidaki formiil kullanildi.

AOD Vc
=—X—X
13.6 Ve

EU
EU= ml basina enzim iinitesi
AOD= 412 nm’de optik dansitenin dakika basina degisimi
Vc= Kiivetteki ¢ozeltilerin son hacmi
Ve= Kiivetteki saf enzim ¢bzeltisinin hacmi
f= Seyreltme faktori

13.6= Asetiltiyokolin iyodat i¢in molar absorbtivite kat sayisi

3.2.14.d. Optimum pH, sicaklik ve tampon konsantrasyonunun belirlenmesi

Bu baslik altinda yapilan ¢aligmalar enzimin aktivite gosterdigi pH, sicaklik ve substrat
miktar1 gibi degiskenleri tespit etmek amaciyla yapilmistir. {lk olarak enzimin optimum

aktivite gosterdigi tampon ¢esidi belirlenmistir.

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi pH araliginin saptanmasi icin farkli pH araliklarina
uygun tampon c¢ozeltileri (Cizelge 3.12) kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler

spektrofotometrik olarak belirlendi.
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Cizelge 3.12. Kullanilan tamponlar ve pH araliklar

Tampon pH arah@
Sodyum Fosfat 5,5-8,0
TrisHCI 7,5-9,0
GlisinNaOH 9,0-10,5

Maksimum aktivitenin alindi§i tampon belirlendikten sonra bu tampon igin
konsantrasyon calismasi yapildi. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum
iyonik siddeti belirlemek amaciyla Glisin-NaOH tamponunun AChE ig¢in optimal
pH’smna yonelik 100, 200, 400, 800, 1000, 1200, 1400 ve 1500 mM’lik

konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri hazirlanarak aktivite dlgtimleri alindu.

3.2.14.e. ATC sustrati icin Ky Ve Vi degerlerinin bulunmasina ydénelik

calismalar

Asetiltiyokolin iyodat substrati i¢in hiicre homojenatindaki AChE enziminin Ky ve
Vmax degerlerinin belirlenmesi igin 7 farkli (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 ve 3.5 mM) asetilkolin
iyodat konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite olgtimii yapildi. Elde
edilen verilerle Lineweaver-Burk grafigi cizilerek bu grafikten Ky ve Vmax degerleri
hesapland1 (Lineweaver and Burk 1934).

3.2.14.f. Western Blot Analizi

Niikleik asitlerin veya proteinlerin elektriksel yiik karakterlerinden yararlanilarak uygun
hareket ettirildikten sonra bir destek materyaline transfer edilip goreceli olarak
miktarlarmin belirlendigi teknige genel olarak blotlama adi verilmektedir. S6z konusu
molekiillerden proteinlerin kalitatif veya kantitatif tayinine yardimeci olan western blot
yontemi ile hiicre veya doku lizat1 gibi karmasik ortamlarda spesifik proteinlerin kolay

ve kesin bir sekilde ayirt edilmesi s6z konusudur. Yontem;



o1

1. Kansimdaki proteinlerin SDS poliakrilamid jel lelektroforezi (SDS-PAGE) ile
molekiil kiitlelerine gore ayrilmasini takiben nitroseliilloz veya PVDF membran iizerine
transfer edildigi blotlama basamagi,

2. Membran {izerinde protein bulunmayan bolgelerin maskelendigi bloklama
basamagi,

3. Hedef proteine afinite gosterebilecek antikorlarla inkibasyon basamagi,

4. Antikorla hibridizasyon sonras1 membrandaki proteinlerin sahip oldugu molekiiler
agirlik ve kismi miktariin belirlenmesi i¢in farkli yontemlerle goriintiileme basamagi

olmak iizere 4 temel islemden olusmaktadir (Erdogan vd 2014).

Proteinin molekiil kiitlesine gére ayriminin yapilabilmesi i¢in ayirma (Cizelge 3.13) ve
yigma (Cizelge 3.14) olmak iizere iki kisimdan olusan denatiire edici bir jel yapildi.
Calismada 7,5 ml %10’luk ayirma jeli ve 1 ml y1igma jeli hazirlands. Ilk olarak ayirma
jeli iki cam plaka arasina dokiildii. Olusan hava kabarciklar1 izopropanol kullanilarak
engellendi. Yaklagik 15-20 dk polimerizasyon beklendikten sonra jel ters cevrilerek

izopropanol uzaklastirildi ve yigma jeli yiiklenip tekrar polimerize olmasina izin verildi.

Cizelge 3.13. SDS jel elektroforezi i¢in kullanilacak ayirma jeli degerleri (ml)

Jel Yiizdesi %06 %8 %9 %10 %12
dH,0 7,9 6,9 6,45 5,9 49
%30 Akril amid 3 4 45 5 6
1,5M Tris pH 8,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
%10 SDS 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
%10 APS 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
TEMED 0,012 0,009 0,075 0,006 0,006

Toplam 15 15 15 15 15
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Cizelge 3.14. SDS jel elektroforezi i¢in kullanilacak yiikleme jeli degerleri

Bilesen 1mi 2ml 3ml 4 ml 5ml
dH,O 0,68 14 2,1 2,7 3,4
%30 Akril amid 0,17 0,33 0,5 0,67 0,83
15M TrispH 8,8 0,13 0,25 0,38 0,5 0,63

%10 SDS 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
%10 APS 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
TEMED 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

Proteinler jele yiiklenmeden 6nce Bradford yontemi ile konsantrasyon 6l¢timii yapildi.
1X SDS yiikleme tamponu ile karistirilan 6rnekler 95°C’de 10 dk kaynatilip 10 dk
buzda bekletildi. Jel ve numuneler hazirlandiktan sonra jel elektroforez tankina
yerlestirilip tank yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Numuneler yiiklendikten sonra ilk

once 30 dk 50 voltta daha sonra 90 dk 120 voltta yiiriitiildii.

Yiiriitme isleminden sonra jel kasetinden c¢ikarilan jelin yigma jeli kismi kesilerek
uzaklastirildi. Ayrima jeli transfer tamponu igerisine birakildi. Transfer membranm 5 dk
metanol ve 5 dk 1X transfer ¢ozeltisi ile muamele edildi. Blotlama cihazina sirasiyla 2
parca blot kagidi, mebran ve yine 2 parca blot kagidi birakilip transfer ¢ozeltisi ile iyice

1slatildi. Cihaz kapatilip 1 watt elektriksel alan altinda 75 dk blotlama islemi yapildu.

Blotlamanin ardindan PVDF membran 10 dk TBST ile yikandi. 1 saat oda sicakliginda
bloklama ¢ozeltisi olarak %5°lik yagsiz siit tozu (skim milk powder) ile muamele edilip
4°C’de 1 gece antikor ile inkiibasyona birakildi. Membran 5 kez 5 dk TBST ile yikandi.
Femto ve Pico substratlar1 (ECL reagent) kullanilarak antikorun kimyasal sinyal

olusturmasi saglandi. Son olarak membranin filmi ¢ekildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. internet Ortamindan AChE Enzimini Kodlayan Sekansin Bulunmasi

Asetilkolinesteraz enzimine ait gen boélgesi NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri taban1 kullanilarak elde edildi. Asagida verilen dizi enzime ait tim
bolgeleri gostermektedir. Sar1 renk ile belirtilen kisim {iriinii kodlayan bdlgeyi
gostermektedir. Kalin punto ile gosterilen diziler baglama ve bitis kodonlarin

belirtmektedir.

Erisim Numarasi: M55040.1
Toplam baz sayisi: 2218 bg
mRNA baz sayisi: 1845 bg

CTCTCCCCTCATCTTTGCCAACCTGCCCCACCTCCTCTGCAGCTGAGCGATAACCCTTGGGCCGACAGTG
CCCTAATCTCCTCCCTCCTGGCTTCTCGACCGACCCTTCACCCTTTCCCTTTCTTTCTCCCAGCAGACGC
CGCCTGCCCTGCAGCCATGAGGCCCCCGCAGTGTCTGCTGCACACGCCTTCCCTGGCTTCCCCACTCCTT
CTCCTCCTCCTCTGGCTCCTGGGTGGAGGAGTGGGGGCTGAGGGCCGGGAGGATGCAGAGCTGCTGGTGA
CGGTGCGTGGGGGCCGGCTGCGGGGCATTCGCCTGAAGACCCCCGGGGGCCCTGTCTCTGCTTTCCTGGG
CATCCCCTTTGCGGAGCCACCCATGGGACCCCGTCGCTTTCTGCCACCGGAGCCCAAGCAGCCTTGGTCA
GGGGTGGTAGACGCTACAACCTTCCAGAGTGTCTGCTACCAATATGTGGACACCCTATACCCAGGTTTTG
AGGGCACCGAGATGTGGAACCCCAACCGTGAGCTGAGCGAGGACTGCCTGTACCTCAACGTGTGGACACC
ATACCCCCGGCCTACATCCCCCACCCCTGTCCTCGTCTGGATCTATGGGGGTGGCTTCTACAGTGGGGCC
TCCTCCTTGGACGTGTACGATGGCCGCTTCTTGGTACAGGCCGAGAGGACTGTGCTGGTGTCCATGAACT
ACCGGGTGGGAGCCTTTGGCTTCCTGGCCCTGCCGGGGAGCCGAGAGGCCCCGGGCAATGTGGGTCTCCT
GGATCAGAGGCTGGCCCTGCAGTGGGTGCAGGAGAACGTGGCAGCCTTCGGGGGTGACCCGACATCAGTG
ACGCTGTTTGGGGAGAGCGCGGGAGCCGCCTCGGTGGGCATGCACCTGCTGTCCCCGCCCAGCCGGGGLL
TGTTCCACAGGGCCGTGCTGCAGAGCGGTGCCCCCAATGGACCCTGGGCCACGGTGGGCATGGGAGAGGC
CCGTCGCAGGGCCACGCAGCTGGCCCACCTTGTGGGCTGTCCTCCAGGCGGCACTGGTGGGAATGACACA
GAGCTGGTAGCCTGCCTTCGGACACGACCAGCGCAGGTCCTGGTGAACCACGAATGGCACGTGCTGCCTC
AAGAAAGCGTCTTCCGGTTCTCCTTCGTGCCTGTGGTAGATGGAGACTTCCTCAGTGACACCCCAGAGGC
CCTCATCAACGCGGGAGACTTCCACGGCCTGCAGGTGCTGGTGGGTGTGGTGAAGGATGAGGGCTCGTAT
TTTCTGGTTTACGGGGCCCCAGGCTTCAGCAAAGACAACGAGTCTCTCATCAGCCGGGCCGAGTTCCTGG
CCGGGGTGCGGGTCGGGGTTCCCCAGGTAAGTGACCTGGCAGCCGAGGCTGTGGTCCTGCATTACACAGA
CTGGCTGCATCCCGAGGACCCGGCACGCCTGAGGGAGGCCCTGAGCGATGTGGTGGGCGACCACAATGTC
GTGTGCCCCGTGGCCCAGCTGGCTGGGCGACTGGCTGCCCAGGGTGCCCGGGTCTACGCCTACGTCTTTG
AACACCGTGCTTCCACGCTCTCCTGGCCCCTGTGGATGGGGGTGCCCCACGGCTACGAGATCGAGTTCAT
CTTTGGGATCCCCCTGGACCCCTCTCGAAACTACACGGCAGAGGAGAAAATCTTCGCCCAGCGACTGATG
CGATACTGGGCCAACTTTGCCCGCACAGGGGATCCCAATGAGCCCCGAGACCCCAAGGCCCCACAATGGC
CCCCGTACACGGCGGGGGCTCAGCAGTACGTTAGTCTGGACCTGCGGCCGCTGGAGGTGCGGCGGGGGLT
GCGCGCCCAGGCCTGCGCCTTCTGGAACCGCTTCCTCCCCAAATTGCTCAGCGCCACCGACACGCTCGAC
GAGGCGGAGCGCCAGTGGAAGGCCGAGTTCCACCGCTGGAGCTCCTACATGGTGCACTGGAAGAACCAGT
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TCGACCACTACAGCAAGCAGGATCGCTGCTCAGACCTGTGACCCCGGCGGGACCCCCATGTCCTCCGCTC
CGCCCGGCCCCCTAGCTGTATATACTATTTATTTCAGGGCTGGGCTATAACACAGACGAGCCCCAGACTC
TGCCCATCCCCACCCCACCCCGACGTCCCCCGGGGCTCCCGGTCCTCTGGCATGTCTTCAGGCTGAGCTC
CTCCCCGCGTGCCTTCGCCCTCTGGCTGCAAATAAACTGTTACAGGCC

4.2. AChE Enzimine Ait Aminoasit Sekansi

Asagida bilgileri verilen asetilkolinesteraz enzimine ait protein sekansi NCBI (National
Center for Biotechnology Information) veri tabanindan elde edildi.

MRPPQCLLHTPSLASPLLLLLLWLLGGGVGAEGREDAELLVTVRGGRLRGIRLKTPGGP
VSAFLGIPFAEPPMGPRRFLPPEPKQPWSGVVDATTEFQSVCYQYVDTLYPGFEGTEMWN
PNRELSEDCLYLNVWTPYPRPTSPTPVLVWIYGGGEFYSGASSLDVYDGRFLVQAERTVL
VSMNYRVGAFGFLALPGSREAPGNVGLLDOQRLALOQWVQENVAAFGGDPTSVTLFGESAG
AASVGMHLLSPPSRGLFHRAVLOSGAPNGPWATVGMGEARRRATQLAHLVGCPPGGTGG
NDTELVACLRTRPAQVLVNHEWHVLPQESVFRFSFVPVVDGDFLSDTPEALINAGDFHG
LOVLVGVVKDEGSYFLVYGAPGFSKDNESLISRAEFLAGVRVGVPQVSDLAAEAVVLHY
TDWLHPEDPARLREALSDVVGDHNVVCPVAQLAGRLAAQGARVYAYVFEHRASTLSWPL
WMGVPHGYEIEFIFGIPLDPSRNYTAEEKTIFAQRLMRYWANFARTGDPNEPRDPKAPQW
PPYTAGAQQYVSLDLRPLEVRRGLRAQACAFWNREFLPKLLSATDTLDEAERQWKAEFHR
WSSYMVHWKNQEFDHYSKQDRCSDL

4.3. AChE Genine Ait Primerlerin Belirlenmesi

Kodlama bélgesinin basindan ve sonundan tiim geni kapsayacak bigimde segilen
primerler (Cizelge 4.1) yine online veri tabanlar1 aracilig: ile kontrol edilerek sadece

hedef gene 6zel olduklar1 dogrulandi.

Cizelge 4.1. AChE genine ait primerlerin 6zellikleri

Primer Sekans (5 3") Tm (°C) Uzunluk (bg)
Ileri ATGAGGCCCCCGCAGTGTCT 66 20
Geri TCACAGGTCTGAGCAGCGATCC 66 22
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4.4. ¢DNA Kiitiiphanesinden AChE Kodlama Bélgesinin PCR ile Cogaltilmas: ve
Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrol Edilmesi

Kademeli PCR ile uygun yapisma sicakligi belirlendikten sonra Cizelge 4.1°de belirtilen
primerler ile Cizelge 3.3. ve 3.4’te belirtilen PCR bilesenleri/sartlar1 kullanilarak
gerceklestirilen reaksiyon sonucu elde edilen {iriinlerin agaroz jel elektroforezi
araciligiyla kontrolii sonucunda 1845 bg biiyiikliigiinde bir tiriin elde edildi. Jelden
aliarak miktar1 ve saflif1 arttirilan {iriin yeniden agaroz jel elektroforezi yapilarak

(Sekil 4.1) saf iiriin oldugu teyit edilmis oldu.

=>3000 bg

1845 g« 2000 bg W— > 1845 be

—> 1500 bg

—1200 bg

— 1000 be
- 900 be
—* 800 be
—+700 be
=600 bg

—+500 be
=400 b¢
=300 bhg

—200 be

=100 be

Sekil 4.1. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen PCR firtinleri (M: Marker)

4.6. Rekombinant Vektoriin Elde Edilmesi ve Konak Organizmaya

Transformasyonu

Vektoriin ligasyonu ve klonlama konagina transferi sonrasinda elde edilen hiicrelerin
antibiyotik iceren ortama farkli miktarlardaki ekimini takiben 37°C’de gece boyu siiren

inkiibasyon sonucunda petrilerin tiimiinde koloni olusumu gézlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Transformasyon sonrasi antibiyotikli besiyeri ortaminda gelisen koloniler

4.7. Koloni PCR

Pozitif olarak algilanan kolonilerin kalip olarak kullanildigi ve gene ait primerlerle
yapilan PCR reaksiyonu sonucunda ligasyon islemi esnasinda gen pargasini dogru
sekilde alan plazmitlerin 2., 3., 4., 6., 7. ve 8. kolonilerde oldugunu sonucuna varildi
(Sekil 4.3). Elde edilen bu sonu¢ morfolojik yonden birbirine benzeyen ve pozitif olarak
algilanan hiicrelerin aslinda rekombinant vektorii kabul etme agisindan Kkusurlu
olabilecegini gostermistir. Bu durum daha once de belirtildigi gibi protein kodlayan gen
parcasinin lineer halde bulunan vektore bazen ters bir sekilde insert olabilecegi

gercegini de dogrulamaktadir.
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Sekil 4.3. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen koloni PCR {irtinleri (1-8; segilen
koloniler, M; Markir)

4.8. Plazmit izolasyonu ve Capraz PCR

Koloni PCR esnasinda kalip olarak kullanildiktan sonra plazmit izolasyonu ve gliserol
stogu hazirlama basamaklarinda kullanilmak i¢in yeni bir besiyerine ekimi yapilan

kolonilerin bu ortamda da biiyiidiigii gézlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Rekombinant vektorii aldigi dogrulanmis kolonilerin stoklama i¢in ekiminin
yapildig1 kati besiyeri

Koloni PCR neticesinde pozitif sonug veren kolonilerden (2. ve 4. koloni) izole edilen
plazmitlerin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonuna ait {riinlerin agaroz jel
elektroforez sonuglart Sekil 4.5’te gosterilmistir. Vektore ait primerler kullanilarak
yapilan PCR sonucunda 2103 bg’lik iiriin (3 ve 4 numarali kuyucuk) elde edilmistir.
Gene ait ileri ve vektore ait geri primer kullanilarak yapilan PCR sonucunda 1998 b¢’lik
tirtin (5 ve 6 numarali kuyucuk) elde edilmistir. Vektore ait ileri ve gene ait geri primer
kullanilarak yapilan PCR sonucunda 1950 b¢’lik iiriin (7 ve 8 numarali kuyucuk) elde
edilmistir. Son olarak gene ait ileri ve geri primerler kullanilarak yapilan reaksiyonda da
yine protein kodlama bdlgesine ait 1845 bg’lik bir iiriin (9 ve 10 numarali kuyucuk) elde
edilmistir. Tiim bu sonuglara bakilarak koloni PCR sonuclarina paralel olarak secilen
kolonilerden izole edilen plazmitlerin gen bélgesini dogru bir sekilde aldigi teyit

edilmistir.
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Sekil 4.5. Agaroz jel elektroforezinde yliriitiilen ¢capraz PCR iiriinleri

4.9. Rekombinant Plazmitin Protein Uretimi i¢in Konaga Transformasyonu

Koloni ve capraz PCR sonucglarma uygun olarak secgilen kolonilerden elde edilen
vektorlerin aktarildigi ekspresyon konaginin antibiyotikli ortamda basarili bir sekilde
blytlidiigli goézlenmistir (Sekil 4.6). Bu sonug transformasyon islemi esnasinda hiicre
canlilifina zarar verilmedigini ve izole edilen plazmitlerin antibiyotik diren¢ genini
dolayisiyla hedef gen bolgesini transkribe edecek promoter bdolgesinin galistig

sonucunu da gostermistir.
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Sekil 4.6. Plazmitlerin ekspresyon konagina aktarilmasindan sonra meydana gelen
koloniler

4.10. Toplanan Orneklerin Analizi

4.10.1. Bradford metodu ile protein miktarmin belirlenmesi

Elde edilen absorbans degerleri ile ¢izilen standart grafikten (Sekil 4.7) elde edilen
denklem ile toplam protein miktarlar1 hesaplamasi sonucu konstantre etme, saflastirma
ve indiikleyici kimyasalin protein tretimi tizerine etkisinin oldugu (Cizelge 4.2)

sonucuna varildi.
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Cizelge 4.2. Bradford yontemi ile belirlenen protein miktarlar

Numune Asgs Miktar (mg/mL)
indﬁklenmeyen ortam 0,171 18,6
Indiiklenmis ortam lizat 0,547 59,4
Indiiklenmis ortam konsantre iiriin 1,755 190,8
Indiiklenmis ortam konsantre iiriin 0.426 463

diyaliz eliisyonu

4.10.2. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi SDS-PAGE

Total hiicre lizat1 kullanilarak yapilan SDS-PAGE sonucunda canliya ait proteinlerin
yani sira rekombinant proteinin de iretildigi gozlemlendi (Sekil 4.8). Pilot
ekspresyondan sonra yeniden yapilan SDS-PAGE isleminde ise indiikleyici ajanin,
saflagtirma yonteminin ve konsantrasyon artirma iglemlerinin protein miktarina etkisi

dogrulandi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Pilot ekspresyon sonucu elde edilen hiicre lizatina ait SDS-PAGE fotografi

Sekil 4.9. Kismi saflagtirma yapilan enzime ait SDS-PAGE fotografi
1-2; indiklenmemis ortam, 3-4; indiiklenmis ortam lizat, 5; indiiklenmis ortam konsantre iriin, 6;
indiiklenmis ortam diyaliz eliisyonu
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4.10.3. Optimum pH’nin belirlenmesi

Cizelge 3.10°da belirtilen tamponlar kullanilarak 412 nm dalga boyunda olgiilen 5

dk’lik aktivite 6l¢lim sonuglari asagida verilen tablodaki gibidir.

Cizelge 4.3. Farkli pH araligindaki tamponlar kullanilarak elde edilen degerler

NasPO4 Tamponu Tris-HCI Tamponu Glisin-NaOH Tamponu

pH Arahg EU/ml pH Arahg EU/ml pH Arahg EU/ml

5,5 0.003 7,5 0,012 9,0 0.26
6,5 0,006 8,0 0,023 9,5 0,16
7,5 0,015 8,5 0,032 10,0 0,17
8 0,015 9 0,081 10,5 0,14

Yapilan o6l¢iimler sonucunda insan beyninden elde edilen AChE enziminin in vitro
ortamda optimum aktiviteyi glisin-NaOH tamponunda pH 9 bandinda gosterdigi sonucu
elde edildi.

4.10.4. Optimum iyonik siddetin belirlenmesi
Farkli Glisin-NaOH konsantrasyonlarinda AChE aktivite Ol¢limleri yapilarak iyon

miktarmin enzimin aktivitesi iizerinde meydana getirdigi degisikligi gosteren grafik

(Sekil 4.10 ve 4.11) cizildi.
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Sekil 4.10. hAChE enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek igin farkh
konsantrasyonlarda Glisin-NaOH tampon ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen absorbans degerleri
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Sekil 4.11. hAChE enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek igin farkl

konsantrasyonlarda Glisin-NaOH tampon ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen aktivite olgtim
sonuglari
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Yapilan Ol¢limler sonucunda AChE enziminin in vitro ortamda glisin NaOH
tamponunda en 1iyi aktivite verdigi konsantrasyon 1M olarak belirlendi. Bu

konsantrasyonun iizerindeki degerlerde ise aktivite kaybinin yasandig1 gézlenmistir.

4.10.5. Optimum sicakhik belirlenmesi

Bu asamada sicakligin enzim aktivitesine etkisi aragtirildi. Calisilan sicakliklar sonucu
elde edilen absorbans ve aktivite degerleri asagida (Sekil 4.12 ve 4.13) belirtildigi
gibidir;

0,6
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04 o347 038 .
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0
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Sekil 4.12. hAChE enzimine ait optimum sicaklik siddetini belirlemek igin farkli
sicakliklar kullanilarak elde edilen absorbans degerleri
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Sekil 4.13. hAChE enziminin optimum sicaklik olglimii i¢in farkli sicakliklar
kullanilarak elde edilen aktivite degerleri

Yapilan Ol¢imler sonucunda AChE enziminin in vitro ortamda glisin NaOH

tamponunda en iyi aktiviteyi oda sicakligi dolaylarinda verdigi gézlendi.

4.10.6. ATC substrati icin Ky, ve V2 degerlerinin bulunmasina yonelik ¢calismalar

ATC substrat1 icin AChE enziminin Ky Ve Vpnax degerlerinin belirlenmesi amaciyla 7
farkli substrat konsantrasyonu ile aktivite olgtimleri yapildi. Yapilan dlgimler sonucu
elde edilen degerler Sekil 4.14’te verilmistir. Bulunan bu degerlerle 1/[ATC]-1/V
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 4.15). Bu grafikten yararlanarak ATC i¢in Ky ve
Vmax degerleri hesaplandi. Sonugta Ky=0,63 MM ve Vax=0,69 EU/ml olarak bulundu.
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Sekil 4.14. AChE enzimi i¢in Ky Ve Vpyax degerlerinin bulunmasia yonelik ATC
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Sekil 4.15. hAChE enzimi i¢in 5 farkli ATC konsantrasyonunda Lineweaver-Burk
grafigi
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4.10.7. Western blot analizi

Western blot analizi ile hem hedef proteinin olup olmadigi hem de IPTG’nin proteinin
iretimine olan etkisi tespit edildi. IPTG ile indiiklenen E. coli hiicrelerinden elde edilen
homojenatlarda rekombinant proteinin daha fazla miktardaki varligi tespit edildi.
Kontrol amagl olarak yapilan ve IPTG ile indiiklenmeyen ortamdaki bakterilerin ise
ilgili proteini bazal ifade disinda liretmedigi tespit edildi (Sekil 4.16).

M 1 2
etk o ok
0
3-
2-
1-
[I-

IPTG © IPTG &

Sekil 4.16. Western blot ile elde edilen bantlar ve bu bantlara ait ImageJ nispi yogunluk

sonuglari
M: Marker, 1: IPTG ile indiiklenmeyen ortamdan elde edilen homojenat, 2: IPTG ile indiiklenen
ortamdan elde edilen homojenat

Elde edilen goriintii yorumlandigr zaman yaklasik 90 kDa biiyiikliigiinde bir bant
gdzlenmistir. Insan AChE’ma ait molekiiler agirhig:i yaklasik 70 kDa olarak
hesaplanmaktadir (645 aa x 110 Da). Kullanilan vektérde bulunan SUMO proteininin
ve 6xHis kuyrugunun Sumo Proteaz ile muamele edilip kesilmedigi de hesaba katilirsa

elde edilen bantin bizim {irliniimiize ait oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada asetilkolinesteraz (AChE) enziminin insan beyin dokusundan klonlanmasi
ve prokaryotik bir konak kullanilarak ekspresyonu amaglanmistir. Bu baglamda spesifik
primerler kullanilarak ilgili dokuya ait cDNA kiitiiphanesi icerisinden enzimi kodlayan
bolge izole edilmistir. Elde edilen gen bolgesi klonlama amaciyla bir vektore transfer
edilmistir. Daha sonra bu rekombinant vektér uygun bir ekspresyon konagina transfer
edilerek enzimin iiretimi saglanmistir. Uretilen protein uygun ydntemlerle hiicreden
alinip kismen saflastirildiktan sonra Kkarakterizasyon igin ¢esitli uygulamalara tabi

tutulmustur.

Asetilkolinesteraz, kolinerjik norotransmitterlerin katalitik hidrolizi ile transmisyonu
sonlandiran alfa/beta hidrolaz siiper ailesine dahil bir serin hidrolazdir (Silman and
Sussman 2005). Yapilan arastirmalar enzimin hiicre adezyonu (Deng et al. 2006;
Paraoanu and Layer 2008), farklilasmas1 (Paul G Layer and Sporns 1987; Small et al.
1996; Xiang et al. 2008), sinaptogenez, dopamin noronlarinin aktivasyonu (Inestrosa et
al. 1996) ve hiicre proliferasyonu (Jin et al. 2004; C. Perry et al. 2004) gibi

fonksiyonlarmin da oldugunu kanitlamistir.

Baz1 yeni calismalar ise asetilkolinesterazin apoptozis i¢in marker ve regiilator
olabilecegini gostermistir (Park et al. 2004; Ye et al. 2015). Bu yiizden AChE’nin umut
verici bir tiimor siipresor olabilecegi yoniinde sonuglar ¢ikarilabilmektedir (Lu et al.
2013).

Enzimi kodlayan gen insan genomunda 7. kromozomda yer almaktadir (Getman et al.
1992). Alternatif siplays nedeniyle (Sekil 1.7) enzimin ii¢ farkli izoformu meydana
gelmektedir (Ruiz-Espejo et al. 2003). Tetramerik yapida olan sinaptik form (AChE-S)
beyin ve kas dokularinda ifade edilir. Dimerik eritrositik form (AChE-E) insan
eritrositlerinde yaygindir. Ugiincii form olan AChE-R ise kolinerjik sinapslarda stres
cevabi olusturulmasinda rol alir (Massoulie et al. 2005; Montenegro et al. 2006).
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Yapilan caligmalar asetilkolinesterazin sahip oldugu yapisal dinamik ve ekspresyonel
seviyede maruz kaldigi diizenlemeler nedeniyle farkli dokularda/hiicrelerde farkli
gorevler lstlenebildiginden dolay1 enzimin ¢ok yonlii (versatil) bir karakterde oldugunu
gostermistir (Tripathi and Srivastava 2010). Bu sebeple farkli canlilara ait veya ayni
canlidaki farkli dokulardan elde edilen enzimin substrata olan iliskisinin farklilik

gostermesi (Cizelge 5.2) olagan bir durum olarak kabul edilmektedir.

AChE oncelikli olarak merkezi ve periferal sinir sisteminde eksprese edilmesine ragmen
farkli izoformlar1 gesitli hiicre tiplerinin Onciisii olan insan fibroblast hiicrelerinde,
osteoblastlarda, sican bobrek ve 16kosit hiicrelerinde de ifade edilmektedir. Ayni
zamanda sinir sonlanmalari, akciger ve dalak gibi dokularda da eksprese edilen bir
enzimdir (Patocka et al. 2004). Enzim, bu gibi dokularda bilinen roliiniin haricinde
mikrotiiblil olusumu, apoptotik duyarlilik, hiicresel proliferasyon ve farklilasma gibi
tiimorogenezle iliskili islevlere sahiptir (Layer and Willbold 1995; Small et al. 1996;
Soreq and Seidman 2001). AChE’in inflamasyonla alakali stres cevabiyla da iligkili
oldugu bildirilmistir (Pick et al. 2006; Shaked et al. 2009).

AChE’nin Alzheimer gibi noérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde merkezi rol
oynadig1r inanci bir¢ok calismayr bu enzimin inhibe edilmesine yonelik stratejiler
gelistirme {izerine yogunlastirmistir (Toiber et al. 2008). Bunun tam aksine, AChE
aktivitesinin artisinin terapotik —strateji olarak benimsenmesi tizerine yonelik goriisler
bildirilmistir. Bugiine kadar birgok ¢alismada AChE’1n insan kolon kanseri (Park et al.
2004) ve insan beyin tiimorii gibi gesitli apoptotik sistemlerde arttirildigr ve indiiklenen
AChE miktar ile antikarsinojen apotozisin arttig1 gozlenmistir (Birikh et al. 2003; Park
et al. 2004; Xu et al. 2014).

Norodejeneratif hastaliklar, norolojik hastaliklarin bir tlirii olup genelde ndronlarin
zamanla islevlerini kaybedip nihayetinde hiicrenin 6lmesi ile kendilerini gosterirler.
Gilinlimiizde bu hastaliklarin olusmasinin nedenleri ve patolojik mekanizmalar1 heniiz
tam olarak agiklanmis degildir (Lu et al. 2013). Bir¢cok noérodejeneratif hastalik

kolinerjik sistemde meydana gelen bozukluklarla karakterize edilmektedir. Bu sebeple
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ilgili hastaliklarin tedavisi i¢in kolinerjik sistem bilesenlerinin inhibisyonu veya bu
bilesenlerin hedef aldigi molekiillerin miktarinin hep optimum diizeyde tutulmasi en
yaygin ve basar1 olasiligi en yiiksek yaklasim olarak goriilmektedir (Holzgrabe et al.
2007). Fakat bu tip hastaliklar genelde ilerleyici 6zellik gosterdikleri i¢cin mevcut tedavi
stratejileri de sadece hastaligin patogenezinde goriilen ilerlemeyi yavaslatabilmektedir

(Dorronsoro et al. 2003).

Proteinler olduk¢a dinamik ve farkli rolleri olan, metabolizmada biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyen, hiicre membraninda reseptdr ve kanal olusumunda goérev
alan, hiicre icinde ve disinda farkli molekiilleri tasiyabilen makro molekiillerdir. insan
genomunda tahminen 20-05 bin civarinda farkli protein oldugu diistiniilmektedir. Ancak
proteinlerin olusumunda meydana gelen alternatif siplays, translasyon sonrasi
modifikasyonlar ve protein etkilesimleri de géz 6niinde bulunduruldugunda bu sayinin

daha fazla olabilecegi varsayilmaktadir (Crollius et al. 2000; Peri et al. 2003).

Proteinler bilimsel arastirmalarda, tipta ve endiistriyel alanlarda siklikla kullanilan
biyomolekiillerdir. Ancak bu molekiilleri dogal ortamlarindan almak oldukca zor ve
pahali bir islemdir. Benzer sekilde farmasotik 6zellikli bir proteini dogal ortamindan
alinan haliyle kullanmak biiyiik bir risktir. Bunun en biiyiik 6rnegi olarak giinlimiizde
bircok insanin kontamine kan {riinleri veya hormonlarda hastalik etkeni kapmalari
gosterilebilir. Diger bir grup ise tek zincir FV fragmentleri (scFvs) gibi dogal olarak
bulunamayan proteinlerdir ki bunlarin elde edilmesi ancak rekombinant protein
teknolojisi ile miimkiin olabilmektedir (Ma et al. 2003). Geleneksel {iiretim
sistemlerinde c¢ogunlukla kullanilan konaklar ve bu konaklardan elde edilecek {iriin
kalitesi ve miktar1 gibi parametreler (Cizelge 5.1) degisiklik gosterebilmektedir
(Houdebine 2000; Swartz 2001).

Proteinler farmakoloji alaninda ilk olarak 1920’lerin baslarinda domuz pankreasindan
ekstrakte edilen insiilinle kullanilmaya baglanmistir. 1980’lerin baslarinda giintimiizde
diyabet hastalarinin tedavisinde kullanilmakta olan insan insiilini bakterilerde

tiretilmeye baslanmistir. Bu sekilde elde edilen proteinlerin miktar1 giin gectikge



72

artmaktadir. Ancak buradaki tek engelleme bakteriler gibi diisiik kapasiteli konaklar
kullanildiginda katlanma, alt birim birlesimi, karboksilasyon ve glikolizasyon gibi bazi
modifikasyonlarin gergeklestirilememesi nedeniyle elde edilen iiriinlerin biyolojik
olarak istenen olgunlukta olmamasidir (Houdebine 2009). Bakterilerde glikolizasyon
kabiliyeti yoktur ancak s6z konusu islem sadece bazi proteinlerin katlanmasi igin

gerekli oldugundan dolay1 bu eksiklik gormezden gelinebilmektedir.



Cizelge 5.1. Rekombinant insan farmasotik proteinler i¢in kullanilan {iretim sistemlerinin karsilastiritlmasi (Ma et al. 2003)

. : Uretim Uretim Uriin - . .. Depolama

Sistem Maliyet Siiresi Kapasitesi Kalitesi Glikolizasyon Kontaminasyon Riski Maliyeti
Bakteri Diisiik Kisa Yiiksek Diisiik Yok Endotoksinler Orta
Maya Orta Orta Yiiksek Orta Yanlis Diisiik Risk Orta
Memeli Viriis, Prion ve
Hucre ) Yiiksek Uzun Cok Diisiik Cok Yiiksek Tam Onkogenik DNA Pahali
Kiiltiirt
Transjenik . Cok - . Virtis, Prion ve
Hayvanlar Yiiksek Uzun Diisiik Cok Yiiksek Tam Onkogenik DNA Pahali
Bitki Hiicre Orta Orta Orta ke K il i ATl Dk Orta
Kiiltiirt
UL IS G Uzun  Cok Yiksek  Yiksek  Kiiciik farkliliklar Diisiik Ucuz

Bitkiler Diistik
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Rekombinant proteinleri kullanmanin en biiylik avantaji tartismasiz yiiksek saflikta ve
giivenilirlikte olmalaridir. 1980’lerde hemofili hastalarinin yaklasik %60°1 plazmadan
saflagtirilip hastaya transfer edilen Faktor VIII nedeniyle HIV viriisline maruz kalmistir.
Giliniimiizde ise boyle bir durum asla s6z konusu olmamaktadir (Palomares et al. 2004).
Belki de rekombinant proteinlerin kullanimina sicak bakilmasinin en énemli nedeni de

boylesi bir kontaminasyon riski tagimamasidir.

Rekombinant proteinler, tedavi edici 6zelliklerinin yan1 sira direk besin kaynagi, besin
maddesi isleme siireci ve biyolojik miicadele gibi bir¢ok farkli amacla da insanoglunun
kullanimina sunulmaktadir (Olempska-Beer et al. 2006; Chung and Kim 2007).

Rekombinant proteinlerin tip alaninda kullanilmasinin 6nemli gerekgeleri vardir;

1. Proteinler tarafindan sunulan spesifik ve kompleks fonksiyonlar baska dogal
olmayan molekiiller tarafindan taklit edilemez.

2. Sahip olduklar1 hedef spesifik etkiden dolayr diger biyolojik islemleri engelleyerek
olumsuz bir etki olusturmazlar.

3. Viicutta dogal olarak tretildikleri icin tehdit olarak algillanip immiin cevap
olusumunu tetiklemezler.

4. Proteinler, bir gende meydana gelen mutasyon veya delesyon sonucu olusan
hastaliklarda gen terapisine ihtiya¢ kalmadan tedavi imkani sunabilmektedir.

5. Terapotik o6zellikli rekombinant proteinlerin klinik siireclerden gegmesi ve Birlemis
Milletler Gida ve Ilag Idaresi (FDA; Food and Drug Administration) tarafindan onay
almas1 kimyasal molekiillere gore daha hizlidir (Leader et al. 2008).

Rekombinant proteinler rekombinant olmayanlara gore birgok avantaja sahiptirler;

1. Dogal hallerine ¢ok yakin olduklari i¢in immiinolojik yonden reddedilme sorunlari
olmaz.

2. Genellikle etkin bir sekilde, ucuz ve sinirsiz miktarda iiretimleri yapilabilmektedir.
3. lzole konaklar kullanilarak elde edildikleri i¢in insan veya hayvan hastalik etkenleri

ile kontamine olma riskleri yoktur.
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4. Rekombinant proteinler molekiiler teknikler kullanilarak elde edildikleri igin ilgili
protein iizerinde aktivite veya spesifite arttirict manipiilasyonlar yapilabilmektedir.

5. Elde edilen dogal tip veya manipiile edilmis bir protein, o proteine kars1 yeni ilag,
inhibitor, aktivator veya diizenleyici, tasiyic1 gibi 6zellikleri olan bir kimyasal
gelistirilmesinde uygun bir model olabilmektedir.

6. Protein iizerinde yapilabilen degisiklikler sonucu ilgili proteine yeni fonksiyon

kazandirilabilmektedir (Barton et al. 1991; Whittington and Goa 1992).

Terapotik 6zelligi olan proteinlerin kararliligini saglamak veya onlar i¢in uygun bir
tamponlama aralig1r temin etmek olduk¢a Onemlidir. S6z konusu proteinler i¢in en
uygun pH araliginin neden ¢ok dar oldugu heniiz tam olarak aciklanamamistir. pH
araligiin yan1 sira tampon konsantrasyonu da proteine ait fiziksel kararliligin
saglandig1 tamponlama kapasitesi iizerinde etkili oldugu i¢in olduk¢a dnemlidir (Kim et
al. 2014). Iyon konsantrasyonunun artis1 ortami alkali yaptig1 icin ozellikle asidik
kalintilar nétralize olabilmektedir (Hurrel and Cameron 2003). Bu bilgiler baz alinarak
diisiiniildiginde katalitik aktivitesi ile 6n plana ¢ikan AChE enziminin aktivite
gosterebilmesi i¢in pH degerinin ne denli kritik oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir.
Enzimin aktif sitenin bulundugu geg¢itte konumlanan birkag asidik kalint1 bulunmaktadir
(Dvir et al. 2010). Optimizasyon ¢alismalarinda denenen iyon konsantrasyonlarindaki
artisin bu kalintilara etki ederek substrata olan ilgiyi azaltabilecegi ve aktivitenin bu

yiizden diisiis gosterdigi (Sekil 4.11) diisliniilmektedir.

Daha once yapilan benzer calismalarda da (Fischer 1995; Carvalho et al. 2005)
goriildiigii gibi rekombinant olarak elde edilmis farkli dokulara ait insan AChE enzimi
optimum akitivite igin 22 — 37°C sicaklik ve pH 8-10 araliginda bir tamponlama
gereksinimi duymaktadir. Calismada bu yonde elde edilen sonuglar (Sekil 4.11 ve 13)

literatiirle kiyaslandiginda yine aykirilik géstermemektedir.

Enzim temelli islemlerde, enzimin kinetik 6zellikleri ile ilgili bilgiler akla gelen en
onemli sorulardir. Reaksiyon hizi (V), Ky ve Vmax gibi parametreler tizerinden enzimin

substratla ve ¢evresiyle gosterdigi iliskiye/uyuma bakilarak elde edilen {iriiniin kalitesi
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hakkinda fikir 6ne siiriilebilmektedir (Beg et al. 2002). Bu ac¢idan degerlendirildiginde
yapilan c¢alismada elde edilen Ky ve Vmax degerlerinin enzimin reaksiyon hizi ve
substrat spesifikligi a¢isindan bu yondeki literatiirlerle karsilastirildiginda (Cizelge 5.2)

1yi bir konumda oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir.

Cizelge 5.2. Farkli ¢aligsmalarda elde edilen AChE’a ait kinetik degerler

Km(mMM)  Vipax  Enzimin elde edildigi canlh  Referanslar
2.06 4.97 Yilan balig1 Pohonka et al. 2011
2.63 4.36 Sigan (serebrum)
4.54 6.69 Sigan (hipotalamus)

Pal and Chaudhuri 2006

1.8 - Karasinek Walsh et al. 2001

0.98 - Insan Dave et al. 2000

0.1 - Insan (beyin) Herkert et al. 2012

0.25 - Balik (beyin) Moss and Fahrney 1978
0.769 0.189 Kelebek baligi Silva et al. 2013

1.38 - Buzagi (kaudat niikleus) .

i Jackson and Aprison 1966

1.47 - Kobay (beyin)

4.9 - Insan (beyin) Zech and Domagk 1975

SUMO proteinleri, ubikuitinler gibi hedef proteine konjuge olmadan once Oncii bir
formda sentez edilirler. Bu iki gruplar arasindaki temel fark ise ubikuitinlerin bir
proteine hedeflenmesi onun degredasyonu amaciyla yapilirken SUMO hedeflemesi
yapilan protein iizerinde niikleer transport, transkripsiyonel regiilasyon ve protein
kararhilig1 gibi hiicresel islemler gergeklesmektedir (Boggio et al. 2004). Ozellikle E.
coli gibi diisiik seviyeli konaklarda verimli ve ¢6ziinebilir formda rekombinant protein
tiretimi yapmak karsilagilan en 6nemli sorunlarin basinda gelmektedir (Wang et al.
2010). Bu problemi agmak icin fiizyon proteinlerinin kullanimi, promotor alterasyonu
ve saperon ko-ekspresyonu gibi yaklasimlar tercih edilmektedir (Thomas and Baneyx
1997; Zhang et al. 1998).
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Fiizyon proteinleri hedef proteinin ekspresyonunu ve diizgiin katlanmasini saglamasinin
yant sira ilgili proteini degerdasyondan korur, saflagtirma ve tespit islemlerinde kolaylik
saglar. Bu nedenle rekombinant liretim tekniklerinde oldukg¢a sik bir sekilde tercih
edilmeye baslanmistir. Yaygin olarak kullanilan flizyon proteinlerinin basinda
maltosebinding protein (MBP) (Pryor and Leiting 1997) , NUS A (De Marco et al.
2004), glutathione S-transferase (GST), ubikuitin (Ub), thioredoxin (TRX) (LaVallie et
al. 1993) ve SUMO’dur (Catanzariti et al. 2004).

Yaklagik 100 aa’ten olusan SUMO’nun molekiiler agirligt 11 ila 20 kDa civarlarindadir
(Marblestone et al. 2006; Dorval and Fraser 2006; Herrmann et al. 2007). Western blot
gorilintlisii (Sekil 4.16) incelendiginde hedef protein {izerinde fiizyon ekinin ve His
kuyrugunun oldugu da hesap edilirse His antikoru ile elde edilen yaklasik 90 kDA’luk

bantin dogru oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir.

Tip, genetik ve proteinler lizerinde sahip olunan bilgi diizeyindeki artisa bagl olarak
hastaliklarin mekanizmalarin1 anlama ve tedavi yaklasimlari agisindan yeni bir ¢aga
yaklagmaktadir. Gliniimiizde bu konuda otorite olarak kabul edilen birimler tarafindan
kabul gormiis, tedavi ve/veya in vitro model olarak kullanilabilirligine onay verilmis
antikor, as1, dogal interferon ve enzimler gibi birgok rekombinant insan proteini

mevcuttur (Leader et al. 2008).

Gelecekte de bu amagla kullanilacak binlerce insan veya bagka organizmalara ait
proteinlerin elde edilmesi olas1 bir durumdur. Ayrica bu rekombinant iirlinler sinerjitik
etki gosterebilecek diger kiigiik molekiillerle kombine edilerek de kullanilabilecektir
(Cunningham et al. 2004). Gelisen teknolojik imkanlar, yeni iiretim metotlar1 ve
bugiine kadar elde edilmis veriler kullanilarak daha ucuz ve fazla miktarda iiriin elde
edilmesi Ongoriilmektedir. Bircok biyoteknoloji ve farmakoloji firmasina ait protein
iiretim birimleri ilag kesfi konusunda oldukg¢a ciddi bir 6neme sahiptir. Bu birimler
rekombinant proteinleri kullanarak ila¢ kesfinde anahtar role sahip yolaklarin

anlasilmasi, hedef dogrulugu ve yapisal biyoloji gibi adimlarin anlagilmasina katkida
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bulunmaktadirlar. Dolayistyla hizli ve yiiksek verimlilikle rekombinant {iriin elde etmek

boylesi firmalar i¢in en 6nemli ama¢ konumundadir.

Tez kapsaminda;

1. Insan beyin dokusundan elde edilmis cDNA kiitiiphanesi i¢erisnden AChE enzimine
ait gen bolgesi tasarlanan primerlerin kullanildigi PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildi.

2. PCR iiriinii A-T klonlama yontemi ile pET-SUMO vektdriine klonland1 ve klonlama
konagina transfer edildi.

3. Dogru rekombinant plazmit tespit edilip ekspresyon konagina transfer edildi.

4. Vektori tastyan hiicreler indiikleyici bir ajanin oldugu besiyerinde uygun kosullarda
biiyiitiildiikten sonra pargalanip hiicre icerigi agiga cikarildi.

5. Hiicre lizatin yogunlastirildiktan sonra Afinite kromatografisi yardimiyla hedef
protein ayri olarak elde edildi.

6. Kismen saflastirilan iiriin spesifik aktivite tayin yontemi ve western blot analizi ile
dogrulandi.

7. Uriine ait optimum iyonik siddet, optimum pH, optimum sicaklik gibi biyokimyasal
parametreler test edildiginde en iyi aktivitenin 1M pH 9 Glisin-NaOH tamponunda oda
sicakliginda elde edildigi goriildii

8. Enzime ait kinetik parametreler Ky=0,63 mM ve Vi,=0,69 EU/ml olarak tespit
edildi.

Bu sekilde bilgilerin elde edildigi bilimsel ¢aligmalar ve giincel magazinler géz 6niinde
bulunduruldugunda terapdtik amacghi  kullanima uygun, elde edilmesi zahmetli
proteinlerin kolay bir sekilde tiretilmesinin etkin degeri tartismasiz 6nemli bir yere
sahiptir. Bu sebeple mevcut calismada elde edilen verilerin gerek literatiire saglayacagi
katki gerekse de rekombinant {iretiminin temel hedefi olan kisa siirede verimli {iriin elde

etme amacina uygun bir yaklagim sunabilecegi diisiiniilmektedir.
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Oneriler;

1. Asetilkolinesteraz enzimi olduk¢a hassas, aktivitesini hizli kaybedebilen bir
enzimdir. Yonlendirilmis mutasyon olusturma yontemleri gibi manipiilatif teknikler
yardimiyla enzimin aktif bolgesi iizerinde yapilan degisikliklerle kararliligini arttirarak
ilk andaki aktivitesini daha uzun siire koruyabilen, gerek endiistriyel gerekse de

terapotik alanda daha kullanigh tiriinler edilebilmesi imkan dahilindedir.

2. Bakteriyal {iiretim sistemleri rekombinant tiriin {iretimi i¢in oldukg¢a elverisli
modeller oldugu literatiirce sabittir. Ancak bu sistemlerin en biiyiik dezavantaj1 biiyiime
ortaminin belli seviyeden sonra yeterli olamayisi nedeniyle bir noktadan sonra iiretim
yapamamalaridir. Gilinlimiizde biyoreaktdr/fermentdr adi verilen 6zellikle mikrobiyal
modeller icin 0Ozellestirilmis sistemler kullanilmaktadir. Bahsedilen sistemlerle
mikrobiyal biyokiitle, enzim, metabolit ve rekombinant {iriinlerin liretimi daha biiyiik
Olceklerde yapilabilmektedir. Calismamizda iiriin miktarinin ve verimliligin ¢ok kiigiik
bir hacimden elde edildigi g6z Oniinde bulundurulursa iiretimin bu tip aracilar

kullanilarak yapildig1 zaman daha iyi neticeler alinabilecegi diistiniilmektedir.

3. Protein iretiminde kullanilan ekspresyon konaklarinin neredeyse hepsinde
goriilebilen bir diger olumsuz durum ise inkliizyon cisimcikleri olarak adlandirilan
hiicre i¢i yapilarin olusumudur. Bu vezikiiller, iiretilen proteini tehdit olarak algilayip
kendi iglerine paketler. Protein kismi bir muhafaza i¢inde olacag icin spesifik enzim
aktivitesi olglimlerinde bile ¢alismaciyr yanlis yonlendirip, proteinin hi¢ tiretilmedigi
diisiincesine sevk etmektedir. S6z konusu yapilar1 parcalayip ilgili proteini serbest hale
getirebilmek igin giinlimizde ticari amagh dretilen kitler ve/veya ayiraglar
bulunmaktadir. Ancak izolasyon siireci diyaliz gibi uzun ve zahmetli basamaklar
icerdigi i¢in Ozellikle enzim olarak islev gosteren proteinlerde aktivite kayiplarina neden

olmaktadir.

Bu istenmeyen durumu ortadan kaldirmak iiretilen proteine yiiksek afinitesi olan

nanopartikiiller kullanilarak proteinlerin vezikiil olusumundan Once bu yapilara



80

baglanmas1 veya vezikiil biitiinliigiinii bozucu partikiillerle hiicreye ek bir kimyasal
uygulamasi s6z konusu olmadan enzimin serbest hale getirilebilmesi s6z konusu
olabilir. Boylelikle enzim biitiinliigiinii bozabilecek vezikiil par¢alama, tekrar katlanma

(refolding) ve saflastirma gibi zaman ve maliyet gerektiren islemler yapilmadan hedefe
ulagilabilecegi diistiniilmektedir.
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