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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SICAN (Rattus norvegicus) BEYNINDEN ASETILKOLINESTERAZ GENININ
KLONLANMASI VE EKSPRESYONU

Ahmet KARAKUS

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

Danisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Bu ¢alismada si¢an (Rattus norvegicus) beyin asetilkolinesteraz enzimini kodlayan gen
bolgesi dizayn edilen ileri ve geri primerler ile PCR’da ¢ogaltildiktan sonra uygun
sartlarda pET SUMO vektoriine ligasyonu yapildi. Bu rekombinant vektor kompetent
E.coli hiicrelerine transfer edilerek bu hiicreler kanamisin i¢ceren LB sivi besiyerinde
biiyiitiildi. Biiyiiyen kolonilerden koloni PCR yapild1 ve tiriinler agaroz jel elektroforezi
ile kontrol edildi. Pozitif koloniler plazmit izolasyonu i¢in sivi besiyerinde biiyiitildii.
Plazmit izolasyonundan sonra rekombinant bu vektorlerle ¢capraz PCR yapilarak genin
dogru bir sekilde insdrt olup olmadigi kontrol edildi. Plazmitlerin dogrulugu tespit
edildikten sonra rekombinant vektorler protein iiretiminin gergeklestirildigi E.coli
BL21(DE3) hiicrelerine transfer edildi. Hiicreler 7 saat IPTG iceren sivi besiyerinde
biiyiitiildii ve 2 saatte bir 6rnek alindi. Farkli 6rneklerden hazirlanan homojenatlardan

enzim aktivite ve SDS-PAGE analizleri yapildi.

2015, 54 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Rattus norvegicus, Beyin, Asetilkolinesteraz, PCR, Klonlama,
Enzim Aktivitesi



ABSTRACT

Master Thesis

CLONING AND EXPRESSION OF ACETYLCHOLINESTERASE GENE
FROM RAT (Rattus norvegicus) BRAIN

Ahmet KARAKUS

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Molecular Biology and Genetic
Genetic Science

Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

In this study, the gene region of rat (Rattus norvegicus) brain acetylcholinesterase
enzyme was amplified in PCR with designed forward and reverse primers and it was
ligated into a pET SUMO vector under suitable conditions. This recombinant vector
was transformed to competent E.coli cells and it was grown in liquid LB medium
including kanamycin. Colony PCR was performed from growing colony and PCR
products were checked with agarose gel electrophoresis. The correct colonies were
grown in a liquid medium for plasmid isolation. After plasmid isolation, these
recombinant constructs were used for whether the gene inserts properly with cross-PCR.
After determining the accuracy of the plasmid, recombinant vectors were transferred
into the E.coli BL21(DE3) cells to perform protein production. Cells were grown in
IPTG induced larger media for hours. Enzyme activity and SDS-PAGE analysis were

performed from homogenate for each treatment samples.
2015, 54 Pages
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1. GIRIS

1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Proteinlerin en biiyiik ve en 6zellesmis grubunu teskil eden enzimler, canli hiicrelerdeki
kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve hi¢bir yan iiriin olusmasina firsat vermeden

%100’ lik bir iirlin verimi ile ¢alisan biyolojik katalizorlerdir.

Katalizleme giigleri ve spesifik oluslari enzimlerin en 6nemli 6zelligi olup biitiin
biyolojik olaylarda hayati bir fonksiyon iistlenmektedirler. Giiniimiizde yaklasik 2000
enzim tanimlanmis olup, bazi katalitik RNA molekiillerinin kii¢lik bir kismi1 hari¢ biitiin

enzimler protein yapisindadir.

Enzimler ile gerceklesen tepkimeleri diger tepkimelerden ayiran 6zellik; aktif bolge
olarak adlandirilan kisim iginde meydana gelmesidir. Aktif bolgeye baglanan enzimin
tizerinde aktivite gosterdigi molekiil substrat olarak adlandirilir. Aktif bolge yiizeyi, yan
gruplari substrata baglanan ve bunun kimyasal transformasyonunu katalizleyen amino

asit kalintilariyla olusturulmustur.

Canli bir hiicredeki tiim kimyasal olaylar enzimler araciligiyla gergeklestiginden dolay1
Canli bir hiicrede enzimi olmayan bir kimyasal reaksiyon ger¢eklesmez, kendiliginden
reaksiyonlar olusamaz. Buradan da enzimlerin protein yapisinda oldugu ve DNA
tarafindan kodlandig1 ic¢in, bir hiicredeki tiim olaylar DNA seviyesinde diizenlenip,

kontrol edildigi sonucu ¢ikarilmaktadir.

Enzimlerin etki ederek iirline doniistiirdiikleri maddelere substrat denir. Enzimler

(3

genelde ya substrat adinin sonuna “-az” eki getirilerek ya da ilk kesfeden kisilerin
ortaya attiklar1 isimlerle adlandirilmaktadir. Ornek olarak; fosfataz, iireaz, lipaz, tripsin
ve pepsin gibi. Fakat bu isimler ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik bilgi

verdiginden Uluslararas1 Biyokimya Birligi tarafindan sistematik bir siniflandirma



yaptlmistir. Ayrica her bir enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarast (E.C.)

Ongorilmiistiir.

Her enzim katalizledigi reaksiyon tiirii ve substratina oldukg¢a spesifiktir. Genellikle bir
enzim sadece bir kimyasal reaksiyonu veya ayni tip benzer reaksiyonlar1 katalizler.
Substratlara karst spesifiklikleri oldukca yiiksektir, hatta bazi enzimlerin substrat
ozgiilliikleri mutlaktir. Bununla birlikte, ayn1 canli tiirlinde ayni reaksiyonu katalizleyen
ancak farkli kimyasal ve fiziksel 6zellikleri olan enzimler de vardir. Bu tip enzimlere
izoenzim denir. izoenzimlerin substratlarina, kofaktdrlerine ve inhibitorlerine kars

ilgileri farklidir.

Enzimlerin hem in vitro hem in vivo da gosterdigi aktivitenin bazi bilesikler tarafindan
azaltilmasi1 ve hatta yok edilmesi olayma inhibisyon, bu olaya sebep olan bilesiklere de
inhibitoér denilir. Enzimatik aktiviteyi kontrol eden bu kiiciik molekiiller, biyolojik
sistemler tizerinde biiyiik Ol¢iide kontrol sagladiklart i¢in ¢ok Onemlidirler. Bir¢ok ilag

ve toksik madde de enzim inhibitorii gibi davranirlar (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerin uygulama alanlari ¢ok genis olup giin gectik¢e artmaktadir, giiniimiizde
ekmek, alkol ve siit endiistrisi gibi ekonomik alanlarda ve tipta hastaliklarin teshisi ve
tedavisinde 6nemli bir rol iistlenmektedirler. Enzimler sadece tipta degil diger birgok
alanda da 6nem kazanmistir. Bugiin enzimlerin kimya sanayinde, ilag sanayinde, gida

prosesinde, ziraatte ve hatta biyolojik savasta pek ¢ok kullanim alani bulunmaktadir.

1.2. Alzheimer Hastalhig1

Norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer Hastaligi (AH) kolinerjik eksiklik ile
zihinsel islev bozuklugu arasinda net olarak iliski kurulabilen bir hastaliktir (Beeri et al.
1997). Bugiin 20 milyon civarinda insanin bu hastaliga yakalandigi tahmin
edilmektedir. En sik demans nedeni olan ve tiim vakalarinin %50-70'ini olusturan
Alzheimer hastalig1 (AH) 65 yas lizeri kisilerde %3-11, 85 yas {lizerinde ise %20-47 gibi
yiiksek bir prevalansa sahiptir (Kawas 1997).



Alzheimer hastaligi tanisi klinik olarak asagida belirten kriterlerin karsilanmasi ile

konulabilir.

1- Klinik olarak hastada demans tanisinin konulmus olmasi,

2- llerleyici hafiza kayb1 ve en az iki farkl1 bilissel alanda fonksiyon bozuklugunun
olmasi,

3- Hastaligin baslangicinin 40 yas ve lizerinde olmasi,

4- Demansa neden olabilecek herhangi bir sistemik hastalifin ya da norolojik

hastaligin bulunmamasi.

Bellek kaybi hastaligin degismez bulgusudur ve hastalik genelde yakin bellek
bozuklugu ile baglar. Hastaligin ilerlemesi ile birlikte konusma bozukluklar1 ortaya
cikar. Ayrica hastaliin seyri sirasinda ajitasyon, agresyon, depresyon, psikotik

semptomlar gibi davranig bozukluklari meydana gelebilir (Francis et al. 1999).

Alzheimer hastaliginin kesin nedeni bilinmemekle birlikte en eski sebeplerinden birinin
beyindeki kolinerjik kayip oldugu gosterilmistir. Kolinerjik kavsak ve sinapslardan
saliman asetilkolin miktarmin Alzheimer hastalarinda azaldiginin saptanmasi ile
asetilkolini hidroliz yoluyla pargalayan bir enzim olan asetilkolinesterazin inhibe
edilerek asetilkolin miktarmin artirilmast seklinde bir yaklasim ortaya cikmistir

(Dickson 1997).

Beyinde norofibriler dejenerasyon sonucu meydana gelen norofibril yumak (NFY) ve
amiloid plak (AP) olarak adlandirilan olusumlarin Alzheimer hastaligina neden oldugu

ortaya atilan diger bir sebep olarak gosterilmistir.

Temel bileseni hiperfosforilize olmus tau proteinleri olan NFY’lar hiicre iskeletinin
biitiinliglini ve aksonal transportu bozarak hiicre 6liimiine neden olurlar. Dejenere
noron ve reaktif glia hiicrelerinden olusan amiloid plaklar, erken yastaki Down
sendromlu hastalarda veya normal yaslanmada da ortaya cikabilmektedir. Ancak

Alzheimer hastaliginda sayilar1 asir1 derecede artmaktadir (Poirier et al. 1993).



Alzheimer hastaligi ile iligkili olan distrofik noritler i¢inde yer alan apolipoprotein E,
hastaligin ortaya ¢ikis mekanizmasi ile iligkilidir. Karaciger tarafindan sentazlenen ve
plazma proteini olan apoliprotein E merkezi sinir sisteminde astrositler, Schwann
hiicreleri ve oligodendrositler tarafindan da sentezlenir ve beyinde lipaz aktivitesini
bozarak yaslanmaya maruz kalan beyin bolgelerinde kolesterol ve lipit seviyesini

degistirebilir.

Alzheimer hastaligimin bir diger sebebininde beyinde biriken metal iyonlar1 oldugu
diisiiniilmektedir. Alzheimer hastaliginda metallerin roliinii agiklayan metal hipotezi;
metal iyonlart ve AP peptidi, 4 metal iyonu anormal homeostazi arasindaki
etkilesimlerin AH noropatogenezi ile baglantili oldugunu belirtmektedir (Gaeta and
Hider 2005; Zatta et al. 2009). Bu hipoteze dayanarak, metal-AB peptidi tiirlerinin
norotoksisitesini azaltmak ve beyindeki metal iyonu homeostazisinin yeniden
dengelenmesi amaciyla metal selasyon tedavisi yoluyla metal-Af etkilesimlerinin

bozulmasi 6nerilmistir (Perez and Franz 2010).

Alzheimer hastalifinin tanisinda, son yillarda arastirmacilarin elini giliglendiren ¢ok
cesitli teknolojik arag-geregler gelistirilmis olmasina ragmen, Alzheimer’in  Kesin
tanisin1  hasta hayattayken ortaya koyabilmek miimkiin degildir. Kesin tam
biyopsi/otopsi materyalinde karakteristik lezyonlarin gosterilmesi ile konulur. N6ron
sayisinda azalma, sinaptik kayip, norotik dentritik uzantilarda kiigiilme, graniilovakiioler
dejenerasyon, gliozis, amiloid plaklar ve norofibriller yumaklar, giruslarda atrofi,

sulkuslarda genislesme yaygin olarak karsilagilan bulgulardir (Selkoe 1991).

1.3. Amiloid Plaklar

AP’lerin temel yapisin1 AP peptidi olusturur. AB peptidi, bir ucu hiicre i¢inde digeri
hiicre diginda olmak iizere hiicre zarini enlemesine gegen AP prokiirsor proteinin
(ABPP), ¢oOziinlir olmayan pargalaridir. ABPP’nin islevi yeterince bilinmemektedir.
ABPP metabolizmasi a, B, y sekretaz olmak {izere ii¢ enzim tarafindan gerceklestirilir.

a-sekretazlar AP peptidini orta noktalarindan keserler ve bdylece hiicre disinda



¢oziinebilir olan APP pargasi ortaya ¢ikarirlar. B ve y sekretazlar tarafindan ortaya ¢ikan
tiriinler ise ¢oziintlirliigii olmayan, amiloid plaklarin olusumunda rol oynayan hiicre dis1

parcalardir.

Amiloid plaklarin, igerdikleri AP peptidinin yapis1 ve toksisite potansiyeline gore bazi

tirleri vardir:

e Diffiiz Plak: Toksik etkisi ¢ok sinirli olan ya da olmayan plaklardir. Pre-amiloid
plaklar olarak kabul edilirler ve demansi olmayan yaslh bireyler de siklikla bulunurlar.
Cesitli nedenlerle (inflamasyon, serbest radikallerin etkisi, oksidatif stres) kompakt
plaklara doniisebilirler.

o Kompakt Plak: Toksik etkiye sahip olup noron dejenerasyonuna yol agarlar.

e Noritik Plak: Dejenere olmus AP peptid iceren dentrit ve akson parcalarindan

olusan ve ¢ogu norofibriller yumak da iceren olusumlardir.

Hem kompakt hem de noritik plaklar AH’li hastalarda yaygin olarak bulunur. Toksik
olup olmama potansiyeline bakilmaksizin, plaklar, serebral korteksin limbik
yapilarindan ziyade neokortikal bolgelerinde yerlesme egilimindedirler. Bir diger ilgi
cekici bulgu da, AH ile ilgili genetik mutasyonlarin tiimiiniin, amiloid plak olusum

mekanizmalari ile baglantili olmasidir (Selkoe 1991).

1.4. Norofibriler Yumaklar

Norofibriler yumaklarin (NFY') esas yapisimi fosforilize tau proteinleri olusturur. Tau,
mikrotiibiillere baghdir ve mikrotiibiillerin stabilizasyonunda, hiicre iskeletinin
biitiinliigliniin  korunmasinda, aksonal transportta gorevlidir. AH siirecinde tau,
gereginden fazla fosforilize olur ve mikrotiibiillere baglanma kapasitesi azalir.
Baglanmayan tau proteini, ¢ift sarmalli lifler halinde hiicre i¢ine ¢okerek NFY’lari
olustururlar. Akson ve denrit ¢ikintilarinda bulunan NFY’lar noropil iplikler olarak
adlandirilirlar. Bu lezyonlarda amiloid plaklar da yer aldiginda néritik plak ortaya

¢ikmis olur. Hiicre i¢i olusumlar olan NFY’lar hiicre i¢ine artik sigmayacak derecede



biriktiginde hiicreyi parcalarlar ve hiicre disina yayilirlar. Bunlara hayalet yumak adi
verilir (Selkoe 1991).

Ayni1 yasta olan demansli ve normal kisiler kiyaslandiginda demansi olanda NFY sayis1
daha fazladir. NFY’larin ilk goriildiikleri yer hafizayla baglantili bolgeleri etkileyen
entorinaltransentorinal korteks bolgesidir. Zamanla beynin diger korteks bolgelerini ve

en sonunda primer motor-duysal alanlar ekseninde yayilirlar (Braak and Braak 1991).
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Sekil 1.1. Normal ve Alzheimer’l1 beyin, normal ve bozulmus néron arasindaki farkin
sematik gésterimi (Anonymous 2013)



1.5. Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolin dnemli biyolojik etkiye sahip bir esterdir. 1906 yilinda asetilkolinin giiclii
farmakolojik etkisi saptanmistir (Nachmansohhn 1952). ilk baslarda baz1 fizyolog ve
farmakolog bilim adamlari, asetilkolinin sadece sinir uglarindan etkiledigi organa veya
sinir ucundan ikinci sinir hiicresine, sinir impulsu tagima gorevi olduguna inaniyorlardi
fakat son zamanlarda yapilan ¢alismalarla bu esterin sadece sinir impulsu tasima gorevi
yapmadig1 ayrica sinir ve kas lifleri boyunca biyoelektriksel akimin olusmasinda da

gorevli oldugu anlagilmistir (Wilson and Nachmansohn 1954).

Ilk kez 1914 yilinda Henry Hallett Dale tarafindan kalp dokusu iizerindeki etkileri
ortaya ¢ikarilan Asetilkolin, merkezi ve g¢evresel sinir siteminde rol alan bir
noromodiilatordiir. Kolin, asetiltransferaz enzimi tarafindan asetil CoA ve kolinden
sentezlenir. Sinaptik boslukta bol miktarda bulunan asetilkolinesteraz (AChE) enzimi
serbest haldeki asetilkolini, kolin ve asetat metabolitlerine ayirir. Bu mekanizma ¢ok
hassas bir sekilde kontrol edilir. Asetilkolin miktarmin diisiik seviyede olmasi
durumunda AChE’in inhibisyonu asir1 miktarda asetilkolin birikimine neden

olmaktadir. Bunun sonucunda da fazla asetilkolinden dolay1 nérotrasmisyon engellenir.

Asetilkolinesteraz enzimi ilk defa 1938 yilinda elektrik baliginin (Torpedo marmoreta)
elektrik organindan ekstraksiyon yoluyla saflagtirilmistir. Bu enzim diger esterazlardan
asetilkolini hidrolize etmesi Ozelliginden dolayr kolaylikla ayirt edilmektedir. Bu
nedenle asetilkolinesteraz olarak adlandirilmistir. Bircok dokuda farkli tipleri
bulunmaktadir (Nachmansohhn and Lededer 1939). Asetilkolinesteraz (Asetilkolin
hydrolase EC 3.1.1.7) enzimi kolinerjik sinapslarda bir nérotransmitter olan asetilkolini

hidrolizler.

Sinaptik bosluga salinan asetilkolin postsinaptik membrandaki reseptorlerine baglanir.
Ayni bolgede yer alan AChE, asetilkolini hidrolizleyerek sinyal transmisyonunu
sonlandirir (Whittaker 1990). Cok yiiksek katalitik aktiviteye sahip olan AChE saniyede
25000 asetilkolin molekiiliinii pargalar (Quinn 1987). Serbest kalan kolin tekrar



presinaptik sinir tarafindan alinir. Kolin, kolinasetiltransferaz katalizorliiglinde asetil

CoA ile birleserek tekrar asetilkolini olusturur.
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Sekil 1.2. Asetilkolinesterazin, asetilkolini asetat ve koline hidrolizlemesini gosteren
reaksiyon

Vertebralarda asetilkolinesteraz (AChE; E.C. 3.1.1.7) yada gercek kolinesteraz /spesifik
kolinesteraz  ve  biitirilkolinesteraz  (BChE; E.C. 3.1.1.8) yada yalanc
kolinesteraz/nonspesifik kolinesteraz olmak tizere iki tip kolinesteraz vardir. Bu
kolinesterazlar temel substrat spesifikligi ile ayrilirlar. Ayni1 zamanda c¢esitli dokular ve
inhibitorlere kars1 verdikleri hassasiyetleri de farklidir. Tek basina ne AChE ne de
BuChE, asetilkolin metabolizmasinin ve kolinerjik iletimin saglikli islemesi i¢in yeterli
degildir. Yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore varilan nokta hem AChE’in hem de
BuChE’1n noral gelisim ve kolinerjik iletimde birlikte aktif rol oynadiklar1 seklindedir
(Xie et al. 2000; Mesulam et al. 2002).

Ayrica asetilkolinesteraz vertebral dokularda birkag tane molekiiler formda bulunur. Bu
formlar arasinda 6nemli bir ayrim vardir (Massoulié¢ and Bon 1982). Asimetrik formlar
kollojen bir kuyruk iizerinden bazal laminadaki noromiiskiiler sinaptik araliktaki hiicre
dis1 yapilarla biitiinlesmistir (Taylor et al. 1987). Globuler formlar ise membranin lipid
tabakasinin i¢ine yerlesmistir (Ott 1985).



1.6. Asetilkolin Metabolizmasi

Kolinasetiltransferaz (ChAT) enzimi tarafindan kolinerjik noéronlarin goévdesinde
bulunan kolin ile asetilkoenzim A’dan gelen asetilin birlestirilmesi yoluyla olusan

asetilkolin, aksonal transport yoluyla sinir u¢larina tasinir ve sinaptik bosluga salinir.
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Sekil 1.3. Asetilkolin sentez reaksiyonu

ChAT pozitif noronlara kolinerjik (asetilkolin {ireten) néron, kolinesteraz pozitif nérona
ise kalnoseptif (kolinerjik lif alan) noéron denir. Normal kolinerjik ileti sinaptik
araliktaki asetilkolinin, kolinesteraz enzimleri tarafindan hizl katalitik hidrolizi yolu ile
sonlandirilmasma baghdir. Bu hidroliz sonucu sinaptik aralikta olusan kolin tekrar
presinaptik norona alinir ve asetilkolin sentezinde kullanilir. Asetilkolin molekiiliindeki
kolinin besinler ve hiicre memranindaki fosfolipidler disinda en 6nemli kaynag: geri
alinan bu kolindir. Hem asetilkolin sentezi i¢in gereken hiicre igi kolinin azalmasi hem
de sinaptik araliktaki asetilkolin etkisinin uzamasi ortamda kolinesterazlarin

bulunmamasi ile iligkilidir.

Kolinesteraz inhibisyonu, asetilkolin yetmezligi ile ilerleyen Alzheimer hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklarda tedavi amacgli olarak sinaptik araliktaki asetilkolin
miktarmn1 arttirmak iizere kullanildigi gibi kimyasal gaz {iretiminde oldiirticii

asetilkolinerjik uyarim yaratmak iizere de kullanilmaktadir (Tosun 2014).
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Sekil 1.4. Asetilkolinesterazin Sinaptik Bosluktaki Mekanizmasi (Tosun 2014’den
modifiye edilmistir)

1.7. Asetilkolinesteraz Enziminin Yapisi

Asetilkolinesteraz enziminin alternatif bagimli {i¢ ¢esit izoformu gosterilmistir.
Asetilkolinesterazin tetrametrik ¢oziinebilen formu sinaps boslugunda lokalizedir.
Glikofosfotidilinositol-bagli AChE-E izoformu bir dimerdir. Diger alternatif izoformu
ise monomerik AChE-R’dir. Bu formun néroprotektif etki sagladigi diistiniilmektedir
(Sternfeld et al. 2000). Asetilkolinesteraz inhibitorlerinin Alzheimer hastalaria
uygunlanmasi, AChE-R izoformunun salinmasina yol agar. Bu durum zihinsel

fonksiyonlarin artmasinda rol oynamaktadir. AChE’in iki baglanma bolgesi vardir.
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Bunlar, periferik ve aktif bolgedir (Nordberg 2006). AChE, aktif bolge ve katalitik

mekanizma agisindan baska bir enzimde bulunmayan 6zelliklere sahiptir.

1.7.1. Periferik Bolge

Bu baglanma bolgesi aktif cukurun giris tarafinda bulunur. Temel olarak Tyr70, Trp279

aromatik aminoasit artig1 tasimaktadir (Sussman et al. 1991).

1.7.2. Aktif Bolge

Aktif bdlge dar olup 20 A uzunlugundadir, hidrofobik bir ¢ukurdan olusur. Enzimin orta
kisminda bulunan en dar kismm 4.4 A capinda oldugu gosterilmistir. Bu bolgede 5

biiyiik baglanma bolgesi bulunmaktadir (Nordberg 2006).

1. Oksanyonik ¢ukur: Glyl118, Gly119, Ala201 aminoasit kalintis1 icermektedir.

2. Esteratik bolge: Cukurun dip kisminda Kkatalitik ti¢lii denilen Ser200-His440-
Glu327 aminoasit kalintisi.

3. Anyonik substrat baglanma bélgesi: Cok sayida aromatik aminoasit kalintisina
ek olarak az sayida (-) yiikler igermektedir.

4. Selektif aromatik baglanma bélgesi: Aril substratlarin baglanma yeridir. Esteratik
ve anyonik yoreye yakin bolgede bulunmaktadir.

5. Acil baglanma bélgesi: Asetilkolinin formiiliinde bulunan asetil grubunun

baglandig1 bolgedir.
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Sekil 1.5. Asetilkolinesteraz enziminin 3 boyutlu yapis1 (Anonymous 2009)

1.8. Kolinesteraz inhibitorleri

Bir norotransmitter olan asetilkolinin  hidrolizini, kolinesteraz  inhibitérleri
diizenlemektedir. Iki tip kolinesteraz enzimi vardir. Bunlar, asetilkolinesteraz ve
butirilkolinesterazdir. Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden maddeler Kkolinesteraz
inhibitorleri ya da antikolinesterazlar olarak tanimlanir. Asetilkolinesteraz enziminin
hidrolizini inhibe eden kolinesteraz inhibitorleri santral ve periferal kolinerjik
fonksiyona katki yaparak bu fonksiyonu gii¢clendirmektedir. II. Diinya Savasindan 6nce
sadece geri donlisiimlii kolinesteraz inhibitorleri bilinirken savas sirasinda uzun siire
etkili ve oldukg¢a toksik bilesikler olan geri doniisiimsiiz bilesikler gelistirilmistir

(Alasehirli 2005).

Tibbi olarak kolinesteraz inhibitorleri Alzheimer, glokom ve myastenia gravis gibi
hastaliklarda uygulanmaktadir. Noromuskuler iletim diizensizliginden kaynaklanan bir
kas hastalig1 olan myastenia gravis, ACh reseptor proteinine karsi antikor olusmasi
bunun akabinde kas motor sinir aksonunun, ¢izgili kas i¢inde sonlanan u¢ kisminda
reseptOr sayisinda azalma olusmasi ile karakterize olup hastalik bitkinlik ve halsizlikle

seyretmektedir (Mehndiratta et al. 2009). Glokom hastaliginda ise g6z i¢i basing
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artmakta ve artan gdz i¢i basincini diistirmek i¢in dolayli parasempatomimetik etkili

okiiler antikolinesterazlar kullanilmaktadir (Estermann et al. 2006).

Alzheimer hastaliginda patogenez ve fizyopatoloji tam olarak aydinlatilamadigindan
dolayr bugiin i¢in yeterli ve tam Onleyici tedavi bulunmamaktadir. Asetilkolinesteraz
inhibitorleri (AChEI) kanitlanmig en etkili tedavi ajanlaridir. AChEI’leri kolinesteraz ile
asetilkolin yikilmasim1 onler ve noronal sinapsta asetilkolin miktarmi arttirarak
asetilkolinin beyin igerisindeki biyokimyasal ve fonksiyonel etkisini uzatirlar (Isik

2010). Asetilkolinesteraz inhibitorleri olarak;

e Donepezil,
e Rivastigmine,
e Galantamine

e Tacrin

kullanilir (Ercan 2002).

Takrin ve rivastigmin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesterazin her ikisini de inhibe

ederken, donepezil ve galantamin spesifik olarak asetilkolinesterazi inhibe etmektedir.

1.9. Rattus norvegicus

Hastalik, tan1 ve tedavi ¢alismalarinda model organizma se¢iminde baz alinan temel
kriter; segilen organizmanin fizyolojik ve genetik yonden insana olan benzerligidir. Bu
baglamda en c¢ok tercih edilen omurgali model organizmalar fare ve siganlardir.
Bilimsel arastirmalarda kullanim orani ve bu dogrultudaki literatiir miktar1 si¢anlari

farelere gore daha 6n plana ¢ikarmaktadir.

Arastirmalarda kullanilan ilk rat soyu 1906’da Philadelphia’da Wistar Enstitilisti’nde

Wistar albino rat adinda gelistirilmigtir. Wistar Enstitiisii’nden satilan rat kolonilerinin
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melezlenmeleriyle sonralar1 ¢ok sayida degisik koloniler elde edilmistir. Laboratuvar
ortaminda kullanilan si¢anlarin ortalama omiir uzunlugu 2 yil olmakla birlikte bu siire
nadiren de olsa 3-5 yila ¢ikabilirken yabani bireylerin 6miir uzunlugu maksimum 10-11
ay civarindadir (Clark 2004).

Genetik potansiyelin belirlenmesi, hastaliklar i¢in tedavi stratejileri ve ilag gelistirmesi
basta tip olmak iizere bircok doga biliminin esas gayesidir. Fakat bu amagcla elde edilen
yeni bir etken maddenin veya bir tedavi hipotezinin ilk olarak insanlar {izerinde
uygulanmasi kesinlikle s6z konusu degildir. Bu nedenle sicanlar giiniimiizde bir¢ok
deneysel calismada kullanilmaktadir. Bu canlilar laboratuvar ortaminda en ¢ok
farmakoloji, kanser, ve noral hastalik ¢alismalarinda tercih edilmektedir. Kullanilan
soylar genellikle transgenik veya genetik olarak modifiye organizmalar degildir. Bunun
temel nedeni daha once de belirtildigi gibi insanla olan anatomik, fizyolojik ve genetik
benzerliktir. Siganlarla insanlar arasindaki benzerlik orani yaklasik %98’dir. Fakat bu
rakam her iki canli grubunun DNA’larinin %98 oraninda benzedigini belirtmemektedir.
Bu sayr aym genlerin her iki canlida da bulundugunu ifade etmektedir. Sekans

benzerligi ise genden gene degisiklik gostermektedir.

1.10. SUMO Protein Ekspresyon Sistemi

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

eksojenik DNA fragmentlerinin insert edilebilecegi bolgelerdir.

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 ¢oziiniirliigiinii arttirabilir bir 6zelliktedir.

Sistem vektorii olan pET SUMO 6nemli 6zelliklere sahip bir vektordiir;
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a. T7lac promotoru: pET SUMO vektorii IPTG ile indiiklendigi zaman sahip oldugu
bu bolge sayesinde yliksek miktarda ekspresyon kapasitesine ulagmaktadir.

b. N-Terminal Polihistidin (6xHis) Kuyrugu: Bu bolge araciligi ile elde edilen
protein kolay bir sekilde saflastirilabilmektedir.

¢. TA Klonlama Sitesi: Bu bolge sayesinde amplifiye edilen ve adenin kuyrugu igeren
PCR firiinii etkili bir sekilde klonlanabilir.

d. Kanamisin Diren¢ Bolgesi: Antibiyotik direncinden sorumlu olan bu bdlge tiim
vektorlerde oldugu gibi hedef geni alan konak hiicrenin selektif ortamdan
secilebilirligine imkan saglamaktadir.

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

onarim faaliyetlerinden sorumludur.

7 Jeco | nes [ic iz, suwo L oo

Sekil 1.6. pET SUMO vektor haritast
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121 ATAGGCGCCA GCAACCGCAC CTGTGGCGCC GGTGATGCCG GCCACGATGC GTCCGGCGTA GAGGATCGAG ATCTCGATCC

T7 promoter lac operator
- 1 1
201 CGCGRAATTA ATACGACTCA CTATAGGGGA ATTGTGAGCG GATAACAATT CCCCTCTAGA AATAATTTTG TTTAACTTTA
HisG epitope
RBS Polyhistidine region
r

— 1
281 AGRAGGAGAT 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

SUMO fusion protein

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

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

s
498 AGG CTG ATG GAA GCG TTC GCT AAA AGA CAG GGT AAG GAA ATG GAC TCC TTA AGA TTC TTG TAC GAC GGT AT
Arg Leu Met Glu Ala Phe Ala Lys Arg Gln Gly Lys Glu Met Asp Ser Leu Arg Phe Leu Tyr Asp Gly I
1
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 GGT A
ore Taa coa coEe

Gln Ile Gly Gly

G CTTA ATT TATTCGGCGC AAAGTGCGTC GGGTGATGCT
'C GAATCCATAA

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

T7 reverse priming site

1
781 TGCCACCGCT GAGCAATAAC TAGCATAACC

Sekil 1.7. pET SUMO vektoriine ait TA klonlama sitesi

1.11. Arastirmanin Amaci

Sigan (Rattus norvegicus) beyin dokusundan, sinir uyarilarmin transportunda goérevli,
kolinerjik kavsakta merkezi bir konuma sahip enzim olan asetilkolinesteraz enziminin
(EC 3.1.1.7) diiretiminden sorumlu olan AChE geninin Klonlanarak bir konak
organizmada indiikleyici ile gen ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisiklik
incelendi. Meydana gelen ekspresyonel degisim Ellman metodu kullanilarak
spektrofotometrik olarak tespit edildi. Homojenattan SDS-PAGE ile proteinin molekiil
agirhigr  belirlendi. TIlerleyen asamalarda AChE enziminin saflastirilmasi  ve
karakterizasyonun yapilmasi ile bu enzimin inhibisyonuna yonelik ilag c¢alismalarinin

yapilabilecegi diistiniilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Asetilkolinesteraz enzimi ilk defa 1938 yilinda elektrik baligimin (Torpedo marmoneta)
elektrik organindan saflastirilmistir. Spesifik olmayan bir esteraz olan kolinesteraz,

asetilkolini hidroliz etme yetenigine sahiptir (Nachmanson and Lededer 1939).

Asetilkolinin onceleri sinir uglarindan etkilendigi organa ya da sinir ucundan bir diger
sinir hiicresine impuls tagima gorevi oldugu fakat ilerleyen caligmalarda sinir ve kas
liflerinde biyoelektiriksel akimi olusmasinda roliiniin oldugu anlasilmistir (Wilson and

Nachmansohn 1954).

Asetilkolin asilhidrolaz tip benzoil kolienesteraz veya psodo-kolinesteraz ya da
kolinesterazlIl olarak adlandirilir ve sistematik ismi EC 3.1.1.8’dir. Bu enzimin biyolojik
fonksiyonu net olarak aydinlatilamamis olup, karaciger, pankreas, kalp, serum ve
beynin bazi beyaz cevherlerinde, az miktarda da serobrospinal sivida bulundugu

gosterilmistir (Govindappa et al. 1987).

AChE ve asetilkolin asilhidrolaz olmak tiizere asetilkolini etkileyen yapica birbirine
benzer 2 6nemli enzim vardir. Gergek kolinesteraz olarak bilinen sistematik ismi EC
3.1.1.7 olan asetilkolinesteraz eritrositlerde, karacigerde, dalakta ve sinir uclarinda

bulunur (Aras ve Ersen 1988).

Rossenberry and Scoggin (1984) tarafindan insan eritrosit asetilkolinesteraz enziminin
yapist belirlenmistir. Saflagtirilan enzimin aktivitesinin 5000-5800 {init/mg oldugu
bulunmustur. Enzimin alt birimleri ditiyotreitol tarafindan indirgenerek subunit

monomerlerinin molekiil agirliginin 75 kDa oldugu gosterilmistir.

Gnagey et al. (1987) meyve sineginden (Drosophila melanogaster) asetilkolinesteraz

enzimini izole etmigler ve karakterizasyonunu belirlemislerdir.
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Guhathakurta and Bhattacharya (1987) kegi beyni asetilkolinesteraz enzimi tizerine saf
ve ticari bazi pestisidlerin in vitro inhibisyon etkilerini incelemislerdir. Arastirma
kapsaminda pestisid olarak karbofuran, pentoat, diizopropilflorofosfat (DFP) ve

fisostimin kullanmislardir.

Alvarez et al. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada amiloid beta birikimi ile
asetilkolinesteraz (AChE) arasinda ters oranti bulundugunu belirtmislerdir. Bu
arastirmacilar AchE olmadigi durumda %26 oraninda olan beta amiloid miktarinin

AchE eklendikten sonra %80’e ulastig1 sonucunu elde etmislerdir.

Asetilkolin  merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi igin Onemli bir
ndrotransmitterdir. Insan beyninin multiple alanlarinda mevcut olan kolinerjik sinirlerin
birlesimidir (Perry et al. 1999). Norodejeranetif hastaliklar baglaminda 6n beyindeki
kolinerjik ¢ekirdegin tiim kortikal alanlarina yayildigi tahmin edilmektedir.

Alzheimer tedavisinde one ¢ikan tedavi yontemlerinden birisi de AChE inhibisyonu
odakli tedavidir. Kolinerjik tedavi adi verilen bu strateji Alzheimer hastaliginin
tedavisinde kullanilan en eski yontemdir (Francis et al. 1999). Marijuana’dan elde
edilen bir bilesigin (THC) piyasada yaygin olarak bulunan ilaglardan daha etkili oldugu
gosterilmistir (Eubanks 2006; Campbell and Gowran 2007).

Aliriz ve Tirkoglu (2000) yilinda Van Goli baliginda asetilkolinesteraz enzimini
saflastirmislar ve kinetik ozelliklerini arastirmislardir. Inci  kefali plazma ve
eritrositlerinden asetilkolinesteraz enziminin afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi
incelenmistir. SDS-Page elektroforezi ile enzim safligi kontrol edilmistir. Saflastirma

oranlar1 plazma AChE i¢in 3251.6, eritrosit AChE i¢in ise 8500 olarak bulunmustur.

Bir grup arastirmaci bir balik ¢esidinin degisik dokularindaki asetilkolinesteraz enzimi

tizerine organofosforlu pestisitlerin etkilerini arastirmislardir (Rahman et al. 2004).
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Dong et al. (2005) Alzheimer hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklarin asetilkolin
eksikligi ile baglantis1 oldugunu bundan dolay1 asetilkolin miktarinin arttirtlmasi veya
asetilkolini  parcalayan asetilkolinesteraz enziminin aktivitesinin  diisiiriilmesi

durumlarinda Alzheimer belirtilerinin azaldig1 gézlemlemislerdir.

Asetilkolinesteraz inhibitorleri, ndrotransmitterlerin sinapsta yiiksek konsantrasyonda
kalmasini temin etmek i¢in asetilkolini yikan enzimin inhibisyonuna neden olurlar.
Sinaptik boslukta AChE aktivitesinin kisitlanmasi kolinerjik sinaptik transmisyonu
arttirir. Dong et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada APP gen ifadesi olan ve
olmayan transgenik fareler lizerinde AChE inhibitorlerinin etkisini arastirmislardir.
Physostigmine ve donepezil gibi AchE inhibitorleri kullanan aragtirmacilar farelerde

hastalik semptomlarinin azaldigini gézlemlemislerdir.

Demir and Tiirkoglu (2005) ratlarin serum, plazma, kas ve karaciger asetilkolinesterazi

izerine neostigminmetilsiilfatin etkisini in vivo olarak arastirmistir.

Giiloglu et al. (2006) koyun karacigerinden asetilkolinesteraz enzimini saflastirmis ve
karakterizasyonu yaparak ayrica bazi antibiyotik ve ilaglarin enzim fiizerine etkilerini

incelemislerdir.

Eggers et al. (2006) AChE aktivitesi ile ApoE4 geninin alleli arasindaki baglantiy1
arastirmiglardir. Bu ¢alismalar1 neticesinde distliniildiigli gibi asetilkolinesteraz
aktivitesi ile ApoE4 gen alleli arasinda korelasyon tespit etmislerdir. ApoE4 gen alleli
tasiyan bireylerde AchE aktivitesinin onemli derecede yiiksek oldugu sonucunu elde

etmislerdir.

Zhou and Xia (2008) yaptiklar1 bir calisgmada gog¢men sark cekirgesi (Locusta
migratoria manilensis) asetilkoliesteraz c¢DNA’sin1  klonlamig ve karakterize
etmislerdir. Biyoinformatik analizleri klonlanmis genin acel’in bir ailesi oldugunu
gostermistir. Klonlanan AChE 1 geninin L. migratoria manilensis’ te orgonofosfat

bocek direngliliginde iligkili oldugunu gostermislerdir.
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Ovadia et al. (2008) tarafindan yetiskin Dictyocaulus viviparus’dan salgilanan
asetilkolinesterazin iki farkli formunun (Dv-ACE-1 ve Dv-ACE-2) molekiiler
klonlamasi, ekspresyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. Sothern Blot ve PCR ile bu
genlerin farkli enzimleri kodladigini gostermisler. Klonlanan genler Pichia pastoris’te
eksprese ettirilmis ve enzimlerin aktif oldugunu fakat biyokimyasal 6zelliklerinin farkli
oldugunu belirlemislerdir. Her iki enzimin asetilkolini substrat olarak kullandigini fakat
asirt substrat inhibisyon kapasitesinin ve aktivite i¢in optimum pH’larmin farkl

oldugunu ortaya koymuslardir.

Shuang et al. (2010) L. paeta’nin farkli populasyonlarindan asetilkolinesteraz 1 genini
klonlamislar ve dizilemislerdir. Hem niikleotid hem de aminoasit sekanslarmin
kiyaslanmasi ile farkli popiilasyonlardan L. Paeta ace 1 genleri arasinda niikleotid

polimorfizmleri gozlemlemislerdir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar
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Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar

NO ALET ve CIHAZ MARKA

1 Derin Dondurucular Vestel FT 280, Bosch

2 Destile Su Cihazi Mp MINI Pure

3 Elektroforez Cihazi Sigma Aldrich

4 Otoklav HMC HIRAYAMA

5 Gii¢ Kaynagi Thermo EC EC 135-90

6 Hassas Terazi Denverinstument, SHIMADZU ATX224
7 Kar Uretme Makinesi Scotsman

8 Manyetik Karistirict Wisd WiseStir MSH-20A

9 pH Metre Mettler Toledo

10 Mini Santrifij AOSHENG

11 Sogutmali Santrifiij Hettich Mikro 220R

12 UV Goriintiileme Cihazi Vilber Lourmat

13 Mikrodalga Firin Beko MD 1500

14 Falkon/Ependorf Tiipler Ependorf

15 Ependorf Tiipler Ependorf

16 Vortex Wisd WiseMix VM-10

17 PCR B1O RAD C100 Thermal Cycler
18 Spektrofotometre Becman Coulter

20 Mikropipet Takimi Ependorf

21 Isitict Blok Lab Line

22 Derin Dondurucu (-86) New Brunwick Premium U410
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3.1.2. Kullamilan kimyasal malzemeler

ACHhI (Asetilkolintiyoiyodiir), Agaroz, Akrilamid, Amonyum persiilfat, Bisakrilamid, p-
merkaptoetanol, DEPC, dNTP, DTT, DTNB, DMSO, Etidyum Bromiir, Etilen Diamin
Tetra Asetik asit (EDTA), Formamid, Formaldehit, First-Strand cDNA Synthesis Kit,
Glisin, Gliserol, IPTG, Izopropanol, Kloroform, N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamin
(TEMED), izopropanol, LB, Metanol, Rekombinant RNaz inhibitérii, SDS (Sodyum
Dodesil Siilfat), Sodyum asetat, Sodyum fosfat, Tris, TCA, Tween-20, Trizol, TAE,
TritonX-100, Tween-80,

3.1.3. Kullanilan besi yeri ve tamponlarin hazirlanmasi

LB (Luria-Bertani) Siv1 Besi Yeri

Bos bir otoklav sisesine %1 tyrptone, %0,5 yeast extract ve %1 NaCl tartilir. Bu karisim
950 ml saf suda ¢ozdiiriiliir. pH 7’ye ayarlandiktan sonra son hacim 11’ye ayarlanip
otoklavlanir. Eger antibiyotik katilmasi gerekiyorsa otoklav sonras1 55°C’ye soguyunca
kadar beklenip antibiyotik eklendikten sonra +4°C’de karanlikta saklanir. Eger kat1 besi

yeri isteniyorsa ayni besi yerine 15 g/L olacak sekilde agar katilir.

Lizis Tamponu (pH:7.8, 100 ml)

Taze olarak kullanilmasi daha saglikli olacagi i¢in kiiciik hacimlerde hazirlanir. 50 mM
potasyum fosfat, 400 mM NaCl, 100 mM KCI, %10 gliserol, %0.5 triton X-100 ve 10
mM imidazol 90 ml saf suda ¢ozdiriliir. pH ayarlanip son hacim 100 ml’ye

tamamlanir. +4°C’de muahafaza edilir.

Aktivite Cozeltilerini Hazirlanisi

Asetilkolintiyoiyodiir (AChI): 0.145 g AChl tartilir ve 50 ml saf suda ¢6ziiliir.
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DTNB: 0.01 g DTNB (5,5' ditiyobis(2 nitro benzoik asit)) tartilir ve 50 ml saf suda
¢Ozilir.
1M 100ml Tris-HCL Tamponu (pH:8): 12.1 g Tris ve 0.186 g EDTA tarilir ve 100 ml

suda ¢ozdiiriilerek sirasiyla pH 8’e ayarlanir.

SDS PAGE Cozeltilerinin Hazirlanisi

1M Tris-HCL (pH:8.8): 12.1 g Tris 90 ml saf suda ¢oziiliir. pH 8.8’¢ ayarlanir. Son
hacim 100 ml’ye tamamlanir.

1M Tris-HCL (pH:6.8): 12.1 g Tris 90 ml saf suda ¢oziilir. pH 6.8’e ayarlanir. Son
hacim 100 ml’ye tamamlanir.

%030 Akrilamid - %8 Akrilamid: 6 g akrilamid, 0.16 g bisakrilamid tartilir ve 13.84
ml saf suda ¢oziiliir.

%10’luk SDS: 0.5 g SDS alinip 4.5 ml suda ¢oziiliir ve son hacim saf su ile 5 ml’ye
tamamlanir.

%10’luk PER: 0.5 g amonyumpersiilfat tartilir ve 4.5 ml saf suda ¢oziiliir. Son hacim 5

ml’ye tamamlanir.

2X SDS-PAGE Numune Tamponu

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8), 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 gosterir. Aym sekilde

hazirlanip muhafaza edilir.
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SDS-PAGE icin 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 {izerine en son olarak 0,8 ml %]1,5’lik amonyum persiilfat

[(NH4)2S208] ilave edilir.

SDS-PAGE Icin 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. Son
olarak yine gilinliik hazirlanir, %1,5’lik PER’den 0,2 ml ilave edilir.

3.1.4. Kullamilan mikroorganizmalar

Calismada mikroorganizma olarak E.coli One Shot® Machl™-T1® ve E.coli
BL21(DE3) One Shot® kullanildi.

3.1.5. DNA kiitiiphanesi

Calismada elde edilen olan protein iiriiniine ait cDNA kiitiiphanesi Rattus norvegicus
(Sprague Dawley) ki siganin beyin korteks dokusundan elde edildi. cDNA
kiitiiphanesinden dizayn edilen ileri ve geri primerler ile AChE genine ait cDNA sekansi
PCR ile ¢ogaltildi.

3.1.6. pET SUMO klonlama ve protein ekspresyon sistemi

Protein iiriiniine ait dizi PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildiktan sonra bu sisteme klonlands,
klonlanan vektor izole edildikten sonra ekspresyon i¢in E.coli BL21(DE3)’e transforme
edildi.
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3.1.7. T4 DNA ligaz

PCR ile ¢ogaltilan PCR iiriiniiniin ligasyon i¢in; T4 DNA ligaz enzimi kullanildu.

3.1.8. Biiyiitme (besi yeri) ortamlari

Rekombinant vektor, E.coli hiicrelerine transforme edildikten sonra hiicrelerin

gelismesini saglamak i¢in kullanildu.

3.1.9. Plazmit saflastirma Kkiti

Rekombinant vektorii igeren dogru koloniden plazmit saflagtirma i¢in kullanildi.

3.1.10. Primerler

Klonlanacak gen bolgesinin ¢ogaltilmast ve transformasyon sonrast rekombinant

vektoriin kontrolleri i¢in kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Sican beyin dokusundan total RNA izolasyonu

Temin edilen organizma sigan (Rattus norvegicus) uygun sekilde sakrifiye edilip yine

uygun sartlarda beyin dokusu alinarak total RNA izolasyonu i¢in -20°C’de saklandi.

Hayvansal dokudan total RNA izolasyonunda (Méndez 2011)’den modifiye edilen
yontem takip edildi. Bu yontemde Onceden almip RNAlater icerisinde -20°C’de
saklanan dokular kullanildi. Deney ortami ve kullanilacak arag gerecler steril hale

getirildikten sonra RNA izolasyonu yapildi.
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a. 0.3 g doku tartilip kiiciik pargalara ayrildiktan sonra s1vi azotla parcalandi.

b. Toz haline getirilen dokudan 100 mg tartilip, temiz ve soguk bir ependorfa alinip
tizerine 1 ml Trizol eklenip karistirildi.

c. 12000 g’de 10 dk +4°C’de santrifiij islemi yapildi.

d. Santrifiij sonrasi sulu faz (900 ul) yeni tiipe alinip 5 dk buz lizerinde bekletilip
tizerine 200 pl kloroform eklenerek kuvvetlice karistirildi, 2 dk buzda inkiibe edildi.

e. 12000 g’de 15 dk +4°C’de santrifiij edilip sulu faz yeni tiipe alindi.

f. Alinan sulu faz tizerine 500 ul soguk izopropanol eklenip ters yiiz edildikten sonra
10 dk buz iizerinde inkiibasyona birakildi.

g. 12000 g’de 10 dk +4°C’de santrifiij edilip sulu faz uzaklastirildi.

h. Dipte kalan pellet iizerine 1 ml soguk saf etanol ilave edilerek kisa siireli
vortekslendi.

I. 9000 g’de 5 dk +4°C’de santrifiij edilip sulu faz tamamen uzaklastirildi.

J. Pellet 10-15 dk siiresince oda sicakliginda kurutulmaya birakildi.

k. Pellet tam kurumadan 50 pl DEPC su iginde ¢ozdiiriildii.

3.2.2. izole edilen RNA’nmin agaroz jel elektroforezi ile kalitatif tayini

Elektroforez yontemi hem agaroz hem de poliakrilamid jeller i¢in uygulanan
kromotografik bir metotdur. Bu yontem negatif ylikli DNA ve RNA’nin kullanilan
tampon yardimiyla elektrik alanda negatif kutuptan pozitif kutuba yiiriitiilmesi esasina

dayanir. Boylece DNA veya RNA’nin molekiil biyiikliigiine gére ayrimi yapilmis olur.

3.2.2.a. Jelde yiiriitiilen RNA 6rneginin hazirlanmasi

Izole edilen RNA’dan 1 ul alinip iizerine 3.5 ul ddH,0, 0.5 ul 20xMOPS soliisyonu ve
5 ul formamid ilave edildi ve 65°C’de 15 dk inkiibe edildi.
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3.2.2.b. Jelin hazirlanmasi

1.88 ml 20xMOPS soliisyonuna son konsantrasyon %1 olacak sekilde agaroz
eklendikten sonra tizerine 28.5 ml ddH,O eklenip kaynatildi. Agaroz iyice ¢oziindiikten
sonra 35-40°C’ye kadar sogutulup tizerine 6.68 ul formamid ve son konsantrasyon 0.5

pg/ml olacak sekilde EtBr eklenip jel donmaya birakildi.

3.2.2.c. Elektroforez

Yiiklemeye hazir hale getirilen RNA 6rnekleri 6X yiikleme boyasiyla karistirilip, jel
iistiinde bulunan kuyucuklara yiiklendi, yiikleme bittikten sonra 60 V’ta 40 dk elektrik
akimi1 uygulandi. Daha sonra jel UV 1sik altinda gézlemlenerek kalitatif analiz yapildi.

3.2.3. Sigan beyin dokusundan cDNA kiitiiphanesinin olusturulmasi

cDNA Kkiitiiphanesinin olusturulmasinda Revers Transkiptaz yontemi kullanildi. Bu
islemde First-Strand cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, USA) ile oligodT primerleri
kullanildi.

a. Ilk olarak steril bir mikrosantrifiij tiipiine sirasiyla;
e [ uL 50 uM Oligo dT20,
e 10 pg-5 pg total RNA,

e 1 ul 10 mM dANTP Mix (pH=7.0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin her
birinden 10 mM)

eklendikten sonra son hacim ddH,O ile 13 pl’ye tamamlandi.

b. Bukarisim 65°C’de 5 dk 1sitildiktan sonra buz iizerinde 1 dk inkiibe edildi.

c. Karisim kisa siireli santrifiijlenip ve iizerine sirasiyla;
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e 4 ul 5xFirst-Strand Buffer,

e 1uo0.1 MDTT,

o 1yl RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (40 u/ ul)
e 1 pl SuperScript™ III RT (200 u/ul)

eklendikten sonra tiim karisim hafif bir pipetleme ile karistirildi.

d. Son olarak bu karisim 50°C’de 30-60 dk bekletildikten sonra 70°C’de 15 dk.

1sitilarak reaksiyon durduruldu.

3.2.4. Primerlerin hazirlanmasi

AChE genine ait ileri ve geri primerler NCBI (National Center for Biotechnology
Information)’da tespit edilen Rattus norvegicus asetilkolinesteraz (Ache), mMRNA
(Nucleotide- NM_172009.1) transkriptine ait cDNA sekansina gore yapildi. Bunun i¢in
internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Rattus norvegicus
asetilkolinesteraz genine ait gen bolgesi bulundu. Elde edilen gene ait protein kodlama
bolgesi tespit edilerek, primerler gen kodlama bdlgesinin basindan ve sonundan tiim
geni amplifiye edecek sekilde secildi. Belirlenen primerler daha sonra
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi web sayfasinda blastlanarak baska bir gene ait
diziyi de amplifiye edip edemeyecegi belirlendi. Son olarak primerlerin Tm sicakliklar

http://eu.idtdna.com adresinden teyit edildi.

3.2.5. AChE Genine Ait cDNA Sekansinin Cogaltilmasi

Dizayn edilen ileri ve geri primerler ile uygun PCR protokolii uygulanarak AChE

genine ait sekans ¢ogaltildi.
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Cizelge 3.2. AChE geninin amplifikasyonu i¢in PCR reaksiyon karigimi

PCR Bilesenleri Kullanilan Miktar (ul) Son Konsantrasyon
dH,O 7,3 ul -

Primer R (10 pmol) 0.5 ul 0.33 pmol
Primer F (10 pmol) 0.5 ul 0.33 pmol
Tampon (10X) 1.5 pl 1X

MgCl; (25 mM) 1,3 ul 2,16 mM
dNTP (10 mM) 0.6 ul 0.46 mM

Taq Polimeraz (5 u/pl) 0.3 pul 1.5 Unite
cDNA (1/10) 3ul

Toplam Reak. Hacmi 15 pl

Cizelge 3.3. AChE geninin amplifikasyonu i¢in PCR islemi parametreleri

Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii

On Denatiirasyon 94°C /4 dk /1 dongii
Denatiirasyon 94°C /90 sn / 30 dongii
Yapigma (Annealing) 60°C /40 sn / 30 dongii
72°C /100 sn/ 30 dongii

Uzama (Extension)

Son Uzama 72°C /10 dk / 1 dongii

Bekleme +4°C /-

3.2.6. Elde edilen PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezi ile kalitatif tayini

Elde edilen total RNA’dan oligo-dT yontemi ile cDNA kiitiiphanesi olusturuldu. cDNA
kiitiiphanesi kullanilarak PCR ile tiim gen boélgeleri arasindan sadece klonlanmak
istenilen gen bolgesi ¢ogaltildi. PCR islemi ile elde edilen iriinlerin kalitatif tayini

agaroz jel elektroforezi yapilarak dogrulugu tespit edildi.

Bu asamada %]1’lik agaroz jeli hazirlandi. Bunun i¢in hazirlanan miktara gore %l
oraninda tartilan agaroz gereken miktarda TAE igerisine alindi. Mikrodalga firinda
eritilen bu karigim 35-40°C’ye sogudugunda son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak

sekilde EtBr eklenip jel donmaya birakildi. Jelin donmasini takiben kuyucuklara
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yiikkleme boyast ile karigtirilip 5-8 pl civarinda PCR {irtinii yiiklenip 60-70 V’ta markirla
birlikte yaklasik 1 saat yiirtitiildii.

3.2.7. Rekombinant vektoriin elde edilmesi

AChE enziminin tiretiminden sorumlu olan gen bélgesi (cDNA) dizayn edilen ileri ve
geri primerler ile PCR’da ¢ogaltildiktan sonra uygun sartlarda pET SUMO (Invitrogen,
USA) vektoriine ligasyonu yapildi.

Burada dikkat edilmesi gereken husus kullanilan PCR iiriintiniin taze (maksimum 1

giinliik) olmasidir. Bu islem sonucunda rekombinant vektor elde edildi.

Bu islem igin sirasiyla;

1 pl PCR iiriind,

e 1 ul 10X ligasyon tamponu,
e 2 ul pET SUMO vektor,

e 5uldH;0,

e 1 ul T4 DNA ligaz eklendi.

Karisim hazirlandiktan sonra bir gece 15°C’de inkiibasyona birakildi.

3.2.8. Rekombinant vektoriin kompetent hiicrelere transformasyonu

Bu asamada onceki adimda elde edilen ligasyon iiriinii kullanildi. Bu islem i¢in pET

SUMO sisteminde belirtilen yol izlenildi.

a. -80°C’de korunan kompetent hiicreler (E.coli One Shot® Machl™-T1%) buz
tizerinde yavas bir sekilde ¢6ziindiikten sonra 2 pl ligasyon tiriini eklendi.

b. Buz iizerinde 5-30 dk inkiibe edildi.
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C. Hizli bir sekilde 42°C’de 30 sn inkiibe edildi.

d. Tipler hizli bir sekilde tekrar buz tizerine alindi.

e. Her bir tiipe 250 ul S.O.C. besi yeri eklendi.

f. Agz sikica kapatilan tiipler 1 saat 37°C’de 200 rpm de inkiibe edildi. Inkiibasyon
tirtinii antibiyotik igeren petrilere 100-200 ul seklinde yayilda.

g. Petriler biiyiime i¢in gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakildi.

3.2.9. Koloni PCR

Biiyiitme isleminden sonra petri kabinda biiyliyen koloniler numaralandirildiktan sonra
koloni PCR yapildi. Koloni PCR sonucu elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezi ile

kontrol edildi.

Bu islem rekombinant vektor tasiyan kolonilerin belirlenmesi i¢in yapildi.
Transformasyon sonrasi olusan kolonilerden rastgele 8 koloni belirlenip
numaralandirildi. Kalip DNA olarak mikro pipet ucuyla alinan koloniler kullanildi. Bu
islemden sonra PCR {iriinleri agaroz jel elektroforezi ile markira kars: yiiriitiildii. Pozitif
¢ikan kolonilerden daha sonra vektore ait ileri ve geri primerler kullanilarak kontrol

PCR yapildi.
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Cizelge 3.4. Koloni PCR reaksiyon karigimi

PCR Bilesenleri Kullanilan Miktar (ul) Son Konsantrasyon
dH,0 7,3 ul -
Primer R (10 pmol) 0.5 ul 0.33 pmol
Primer F (10 pmol) 0.5 ul 0.33 pmol
Tampon (10X) 1.5 ul 1X
MgCl (25 mM) 1,3 ul 2,16 mM
dNTP (10 mM) 0.6 pl 0.46 mM
Taq Polimeraz (5 u/pl) 0.3 ul 1.5 Unite
cDNA (1/10) 3ul
Toplam Reak. Hacmi 15 ul
Cizelge 3.5. Koloni PCR islemi parametreleri
Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii

On Denatiirasyon 94°C /4 dk /1 dongii

Denatiirasyon 94°C /90 sn / 30 dongii

Yapigma (Annealing) 60°C /40 sn / 30 dongii

Uzama (Extension)

Son Uzama

+4°C/ -

Bekleme

72°C /100 sn / 30 déngi

72°C /10 dk / 1 dongii

Dogru biiytikliikte bantlarin goriildiigii koloniler tespit edilerek bu koloniler ¢ogaltildi.

Bu islem i¢in segilen koloniler sivi besi yerinde c¢ogaltilip sonraki basamaklarda

kullanilmak i¢in gliserol eklenerek -80°C’ye kaldirildi.

3.2.10. Plazmid izolasyonu

Koloni PCR’1n ardindan rekombinant vektorii aldigi dogrulanan koloniler segilerek bir

gece LB s1vi besi yerinde biiyiitiildi.
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Bu islem i¢in Invitrogen-PureLink-HiPure (California, USA) plazmid DNA saflagtirma
kiti kullanildi. Transforme edilen E.coli hiicreleri uygun miktarda kanamisin igeren sivi
LB besi yerinde 1 gece gelistirildi ve bakteri hiicrelerinin 600 nm’de ki optik dansitesi
2.0 (ODg0o) oldugunda;

a. Mikrosantrifiij tiipline 1 gecelik kiiltiirden 1-3 ml alindi.

b. Kiiltiir, 4000 g’de 5-10 dk santrifiij edilip sulu faz uzaklastirild.

C. Pellete 0.4 ml RNase igeren resiispansiyon tamponu (R3) eklenerek hiicreler
homojen oluncaya kadar siispanse edidi.

d. 0.4 ml Lizis tamponu (L7) eklenip yavasga ters ¢evrilerek lizat karisimi tamamen
homojen oluncaya kadar karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

e. 0.4 ml presipitasyon tamponu (N3) eklenip tiipler hemen ters gevrilerek karisim
tamamen homojen oluncaya kadar karistirildi.

f. Lizat 12000 g’de oda sicakliginda 10 dk santrifiij yapildi.

g. f basamaginda elde edilen sulu faz dengelenen kolona yiiklenip kolondaki
soliisyonun yercekimi ile akip kurumasi beklendi.

h. Kolon iki kez 2,5 ml Yikama Tamponu (WS) ile yikanip her yikamadan sonra
kolondaki soliisyonun yercekimi ile akip kurumasi beklendikten sonra alttaki sivi
uzaklagstirildi.

I. Kolonun altina steril bir mikrosantrifiij tiipii (eliisyon tiipii) yerlestirildi.

j. DNA’y1 eliie etmek i¢in kolona 0.9 ml eliisyon tamponu eklenerek soliisyonun
yer¢ekimi ile akip kurumasi beklendikten sonra kolon atildi.

k. Eliisyon tiipiine 0.63 ml izopropanol ilave edilerek iyice karistirildi.

|. Eliisyon tiipii 12000 g’de 4°C’de 30 dk santrifiij edilip sulu faz dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi.

m.DNA pelleti 1 ml %70°1ik etanol ile siispanse edildi.

n. Tip 12000 g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilerek sulu faz dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi.

0. Pellet 10 dk siireyle havada kurutuldu.

p. DNA pelleti 50 ul TE tamponunda siispanse edildi.
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r. Saflagtirilan DNA hemen kullanmak i¢in +4°C’de veya uzun siireli saklamak igin
alikuatlar halinde -20°C’de stoklandi.

3.2.11. Capraz kontrol PCR

Plazmid izolasyonu yapildiktan sonra gen iiriinliniin vektore dogru bir sekilde yerlesip
yerlesmedigini belirlemek i¢in hem gene hem de vektore ait primerler ile ¢apraz kontrol

PCR yapildi.

Cizelge 3.6. Plazmitten yapilan kontrol PCR reaksiyonlari

Reaksiyon Tamplate Ileri Primer Geri Primer Biiyiikliik (b¢)
1 3. koloni plazmit - - 7438
2 6. koloni plazmit - - 7438
3 3. koloni plazmit Vektor Vektor 2103
4 6. koloni plazmit Vektor Vektor 2103
5 3. koloni plazmit Gen Vektor 1998
6 6. koloni plazmit Gen Vektor 1998
7 3. koloni plazmit Vektor Gen 1950
8 6. koloni plazmit Vektor Gen 1950
9 3. koloni plazmit Gen Gen 1845
10 6. koloni plazmit Gen Gen 1845

Bu besiyerlerinden daha sonra rekombinant vektor izole edildi. SUMO sisteminde A-T
klonlama yapildig1 i¢in gen {irlinii bazen ters bir sekilde insort olabilmektedir. Bunun
i¢in koloni PCR’da pozitif sonug veren kolonilerden izole edilen plazmitler 4 farkli

PCR yapilarak dogru olani tespit edildi.
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3.2.12. Pozitif sonuc¢ veren bakterilerin gliserolde stoklanmasi

Bu asamada geni dogru bir sekilde alan vektorii tasiyan koloniler daha sonra tekrar
kullanilmak {izere stoklandi. Bunun i¢in tiim PCR kontrollerinde pozitif sonu¢ veren
koloniler sivi LB ortaminda biiyiitiildiikten sonra iizerlerine %15°lik gliserol eklendi.
Gliserol-hiicre karigimi alikuatlara ayrildiktan sonra sivi azot icerisinde ani dondurma

islemine tabi tutulup ardindan hemen -80°C’ye alinarak stoklandi.

3.2.13. Rekombinant plazmidin protein iiretimi i¢in konaga transformasyonu

Plazmitlerin dogrulugu tespit edildikten sonra rekombinant vektorler protein tiretiminin
gerceklestirilecegi konak organizmalara transfer edildi. Transfer iglemi klasik 1s1 soku

yontemiyle yapildi.

Bu islemin yapilmasinda yine pET SUMO sisteminde Onerilen yol takip edildi;

a. -80°C’de saklanan E.coli BL21(DE3) One Shot® g¢ikarilip buz {izerinde ¢6ziinmesi
beklendi,

b. Coziinen hiicrelerin lizerine 3 pl plazmit eklendi,

¢. 30 dk buz lizerinde inkiibe edildi,

d. Hizli bir sekilde 42°C’ye alinip 30 sn bekletildikten sonra hemen geri buz {izerine
alinip tizerine 250 pl S.O.C. besi yeri eklendi,

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

f. Tiipten 50 pl alinip antibiyotikli kat1 besi yerine inokiile edildi.

Ekim sonras1 kat1 LB petrisi inkiibatorde, sivi besi yeri ise 37°C’de 200 rpm’de inkiibe
edildi.
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3.2.14. Pilot (deneme) ekspresyon

Rekombinant vektor transforme edilen hiicreler daha biiyiik besiyerlerinde biiyiitiildii ve

indiikleyici ile ekspresyon seviyesindeki etki saptandi. Bunun i¢in;

e Ik olarak énceki geceden transformasyona ugramis hiicreler 200 ml antibiyotikli
besi yerine alindi.

e  ODegqp olana kadar inkiibatorde biiyiitiildi.

e Yeterli biiylime diizeyine ulastiktan sonra bu besi yeri esit hacimlerde iki yeni
erlene boliindii.

e Erlenlerden birine higbir sey eklenmezken digerine son konsantrasyon 1 mM olacak
sekilde IPTG eklendi. IPTG eklenen erlenden 0., 2., 4., 6. ve 7. saatte ornekler alindi.

e Alman bu Ornekler kisa slireli santrifiij isleminin ardindan sulu fazi

uzaklastirildiktan sonra -20°C’de sakland.

3.2.15. Toplanan orneklerin analizi

Bu asamada once hiicreler parcalanip protein igerigi agiga ¢ikarildi ardindan kalitatif ve

kantitatif tayinler yapilarak proteinin iretilip tiretilmedigi tespit edildi.

3.2.15.a. Hiicrelerin parcalanmasi

Lizis islemi i¢in toplanan 6rneklerden elde edilen pelletler {izerine uygun miktarda lizis
tamponu eklendikten sonra yavas yavas erimesi beklendi. Ornekler soguk su icerisinde
15 saniye sonikasyon 45 saniye bekleme olacak sekilde 3-4 kez tekrarlanan islemle
parcalandi. Par¢calama sonrasi santrifiij edilen 6rneklerden alinan sulu faz hemen soguk

ortama alindi.
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3.2.15.b. Aktivite tayini

AChE enziminin aktivitesinin Sl¢limii i¢in bu enzime spesifik olan Ellman metodu

kullanildi.

Ellman metoduyla AChE aktivitesinin tayini

Asetilkolinesteraz enziminin aktivite Ol¢limii i¢in Ellman metodu kullanildi. Bu
yontemin esasi, reaksiyon esnasinda olusan sar1 renkli anyon (2-nitro-5 tiyobenzoat)’un
pH 8’de spektrofotometrede 412 nm’de Olgiilmesi esasina dayanir. Substrat olarak

tiyokolin esteri kullanildi (Ellman et al. 1961 ).

Cizelge 3.7. Aktivite dl¢iimiinde kiivet icerigi

Kor Numune
Saf Su 800 pl 750 ul
Tampon (Tris-HCL, pH:8) 100 pl 100 ul
DTNB 50 pl 50 pl
Enzim 50 pl 50 ul
AChI — 50 pl

3.2.15.c. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Oncelikle elektroforez plakalari dnce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Iki cam plaka
birbiri lizerine konup jel hazirlama cihazina sikistirildi. Ayirma jeli hazirlandiktan sonra
plakalar arasina cam pipetle dokiildii. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in izopropanol.
katilasincaya kadar (yaklasik yarim saat) beklendi. Ustiindeki izopropanol dokiildii ve
daha sonra yigma jeli iist yiizeye kadar ilave edilerek {iizerine dikkatlice tarak
yerlestirildi.  Polirmerlesmenin  ardindan tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar

elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme
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tamponu konuldu. Numuneler her birinden 20 pg olacak sekilde hazirlanip toplam
hacim 1 ml olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu ilave edildi. 3 dakika su
banyosunda kaynatilan numuneler sogutularak yuvalara yiiklendi. Numuneler, énce 30
dk 60 voltta daha sonra da 90 dk 12 voltta oda sicakliginda yiiriitiildii. Akim kesildikten
sonra cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Jel kabina konularak {izerini
kaplayacak kadar renklendirme ¢ozeltisi ile dolduruldu. 1,5-2 saat kadar calkalayict
tizerinde birakildiktan sonra renklendirme c¢ozeltisinden c¢ikarilip renksizlestirme
¢ozeltisine konuldu. Belirli aralarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi agilarak,

protein bantlarinin belirginlesmesi saglandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Tzole Edilen RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kalitatif Tayini

Temin edilen organizma olan si¢an (Rattus norvegicus) uygun sekilde sakrifiye edilip
yine uygun sartlarda beyin dokusu alinarak -20°C’de saklandi. Bu dokulardan total
RNA izolasyonu boliim 3.2.1°de anlatilan protokole gore gerceklestirildi ve agaroz jel

elektroforezi ile kalitatif tayini yapildi.

Total RNA jelde belirgin olup 18S ve 28S rRNA bantlarina sahiptir. 28S rRNA band1
18S rRNA bandinin yaklasik iki kati kadar bir parlaklik verir. Bu oran toplam RNA’nin

par¢alanmadan elde edildiginin bir gostergesidir.

a 285 rRNA
w - 185 rRNA
s

Sekil 4.1. Sican beyin dokusundan elde edilen total RNA’nin jel goriintiist (1, 2, 3 4,
5,6 jele yiiklenen RNA 6rnegi olup 18S ve 28S rRNA bantlarina sahiptir)

4.2. Sican AChE Genine Ait cDNA Sekansinin Cogaltilmasi

Accesion Number :NM_172009
Total Baz Sayis1  :2066 bg
MRNA Baz Sayis1 :1845 bg
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NCBI’dan Nucleotide- NM_ 172009 referens numarali AChE genine ait ulasilan sekans
bilgisi asagida verildigi gibidir.

ATGAGGCCTCCCTGGTATCCCCTGCATACACCCTCCCTGGCTTCTCCACTCCTCTTCCTCCTCCTCTCCC
TCCTGGGAGGAGGGGCAAGGGCTGAGGGCCGGGAAGACCCTCAGCTGCTGGTGAGGGTTCGAGGGGGCCA
GCTGAGGGGCATCCGCCTGAAGGCCCCTGGAGGCCCAGTCTCAGCTTTTCTGGGCATCCCCTTTGCAGAG
CCACCTGTGGGCTCACGTAGATTTATGCCACCAGAGCCCAAGCGCCCCTGGTCAGGAATATTGGATGCTA
CCACCTTCCAAAATGTCTGCTACCAATACGTGGACACCCTGTACCCTGGGTTTGAGGGTACCGAGATGTG
GAACCCCAATCGAGAGCTGAGTGAAGACTGCCTTTATCTTAATGTGTGGACACCATACCCCAGGCCTACT
TCTCCCACACCTGTCCTCATCTGGATCTATGGGGGTGGTTTCTACAGTGGAGCATCCTCCTTGGACGTGT
ATGACGGCCGTTTCCTGGCCCAGGTTGAGGGAACCGTGTTGGTATCTATGAACTACCGAGTGGGAACCTT
TGGCTTCTTGGCTCTACCAGGAAGCAGAGAAGCCCCTGGCAATGTAGGCCTGCTGGATCAACGGCTTGCC
TTGCAATGGGTACAAGAAAATATCGCAGCCTTTGGGGGAGACCCAATGTCAGTGACTCTGTTTGGGGAGA
GTGCAGGTGCAGCCTCAGTGGGCATGCACATTCTGTCCCTGCCCAGCAGGAGCCTCTTCCACAGGGCTGT
CCTGCAGAGTGGCACACCCAATGGGCCCTGGGCCACTGTGAGTGCGGGAGAGGCCAGGCGCAGGGCCACA
CTGCTGGCCCGCCTTGTGGGCTGTCCCCCAGGTGGCGCTGGTGGCAATGACACCGAGCTGATATCCTGCT
TGAGGACAAGGCCCGCTCAGGACCTGGTGGACCACGAGTGGCATGTGCTGCCTCAAGAAAGTATCTTCCG
GTTTTCCTTCGTGCCTGTGGTGGACGGGGATTTCCTCAGTGACACGCCGGACGCTCTCATCAATACTGGA
GATTTTCAAGACCTGCAGGTGCTGGTGGGTGTGGTGAAGGACGAGGGCTCCTACTTTCTGGTTTACGGGG
TCCCAGGCTTCAGCAAAGACAATGAATCTCTCATCAGCCGGGCCCAGTTCCTGGCTGGGGTGCGGATCGG
TGTACCCCAAGCGAGTGACCTGGCGGCCGAGGCTGTGGTCCTGCATTATACAGACTGGCTGCACCCTGAG
GACCCTGCCCACCTGAGAGATGCCATGAGTGCGGTGGTAGGCGACCACAACGTTGTGTGCCCTGTGGCCC
AGCTGGCTGGGCGACTGGCTGCCCAAGGGGCTCGGGTCTATGCCTACATCTTTGAACACCGTGCCTCCAC
ATTGACTTGGCCCCTCTGGATGGGGGTGCCCCATGGCTATGAAATCGAGTTCATCTTTGGGCTCCCCCTG
GATCCCTCACTGAACTACACCGTGGAGGAGAGAATCTTTGCTCAGCGACTTATGCAATACTGGACCAATT
TTGCCCGCACAGGGGACCCCAATGACCCTCGAGACTCTAAGTCTCCACGGTGGCCACCGTACACCACTGC
CGCGCAGCAATACGTGAGCCTGAACCTGAAGCCTTTGGAGGTGCGGCGGGGACTGCGCGCCCAGACCTGC
GCCTTCTGGAATCGTTTTCTCCCCAAATTGCTCAGCGCCACAGACACGCTGGACGAGGCGGAGCGCCAGT
GGAAGGCCGAGTTCCACCGCTGGAGCTCCTACATGGTGCACTGGAAGAACCAGTTCGACCACTATAGCAA
GCAGGAACGCTGCTCAGACCTGTGACCCCTTGGGGACCCAGGTCCTGCCGTCCTGCCCGAGCCCCTGATT
GTATATACACTATTTATTTAAGGGCTGGGATATAATACAACCGAGCCCCCAGGCCCTGTCCACCCCTCCC
CGACTTCCTCCCACTAGGGGATCCTCATCTTCTGCATGTTTTAAACTGAGCTCCCCTCCCCGCGGTGCCT
TGCCCCCTCTGGGCCGCCAATAAACTGTTACAGCTC

Cizelge 4.1. AChE genine ait primer bilgileri

Primer Sekans (5°-3") Tm (°C) | Uzunluk (bg)
AChE fleri | ATGAGGCCTCCCTGGTATCC 60 20
AChE Geri | TCACAGGTCTGAGCAGCGT 60 19

Rekombinant vektorii PCR’da ¢ogaltarak kontrol analizi yapmak i¢in kullanilan

primerler agsagidaki gibidir.
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Cizelge 4.2. SUMO vektoriine ait primer bilgileri

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

4.2.1. PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezi ile dogrulanmasi

Olusturulan ¢cDNA kiitiiphanesi kullanilarak klonlanmak istenilen gen bolgesi Cizelge
3.2’de ki PCR reaksiyonu karisimi protokolii ve Cizelge 4.1°de ki primerler ile

cogaltildiktan sonra elde edilen iiriinlerin dogrulugu agaroz jel elektroforezi ile kalitatif

olarak teyit edildi.

Sekil 4.2. ¢cDNA kiitiiphanesinden PCR ile elde edilen gen bolgesi. (1: Jele yiiklenen

PCR 6rnegi, M: Markir)




42

4.3. Rekombinant Vektoriin Elde Edilmesi ve Konak Organizmaya

Transformasyonu

Elde edilen gen bolgeleri boliim 3.2.7°de anlatildigi gibi uygun konak organizmaya
aktarilmak tizere ligasyon islemi ile vektore insort edildi. Bu islemin ardindan ilgili
iirtinii tagityan vektor, bolim 3.2.8’de verilen protokole gore transformasyon iglemi ile
konak organizmaya aktarildi. Bu organizmalar bir gece inkiibasyondan sonra, elde
edilen yeni bakteriler uygun besi yeri ortamina ekildi. Ekim isleminin ardindan petri

kaplar1 yine bir gece uygun sicaklikta biiyiimeye birakildi.

Sekil 4.3. Rekombinant vektoriin transformasyonu sonrasit besi yerinde biiyliyen
koloniler

4.4. Koloni PCR

Transformasyon sonucunda elde edilen kolonilerden rastgele 8 koloni alinarak
numaralandirildi. Boliim 3.2.9’da verilen PCR parametreleri ile koloni PCR yapildi ve
koloni PCR sonucunda rekombinant vektor tasiyan koloniler agaroz jel elektroforezinde

tespit edildi.
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Sekil 4.4. Hedef gene ait primerle yapilan koloni PCR sonucu elde edilen bantlara ait jel
goriintlisii. (M: Markur, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8: PCR i¢in numaralandirilan koloniler, 3., 6.
ve 8. koloniler 1845 bg¢’lik bolgede bant verdiginden pozitif olarak degerlendirildi).

2103 be

Sekil 4.5. Vektore ait primerle yapilan koloni PCR sonucu elde edilen bantlara ait jel
goriintiisii. (M: Markur, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8: PCR i¢in numaraliandirilan koloniler, 3., 4.,
5, 6. ve 8. koloniler 2103 bg’lik bolgede bant verdiginden pozitif olarak
degerlendirildi).
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4.5. Plazmit Izolasyonu ve Capraz PCR

Koloni PCR’da pozitif sonu¢ veren koloniler bir gece antibiyotik iceren sivi LB
ortaminda biyiitildiikten sonra bolim 3.2.10°da anlatilan protokole gore plazmit
izolasyonunda kullanildi. izolasyon sonrasi elde edilen plazmitlerden 4 farkli PCR
yapilarak genin dogru bir sekilde insort olup olmadigi kontrol edildi. Sonugta, koloni
PCR verilerine paralel olarak her iki koloniden elde edilen plazmitlerin geni dogru

sekilde aldig1 capraz PCR ile teyit edildi.

Sekil 4.6. Plazmit izolasyonun yapildigi koloniler (3 ve 6)

Sekil 4.7. Plazmitten yapilan ¢apraz PCR sonucu elde edilen jel goriintiisii
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4.6. Rekombinant Plazmidin Protein Uretimi I¢in Konaga Transformasyonu

Geni igeren plazmidler dogrulandiktan sonra, protein iretimi igin bolim 3.2.13°de
anlatilan pET SUMO sisteminde Onerilen protokol baz alinarak konak organizmaya 1s1
sok yontemiyle aktarildi. Transformasyonun basarili olup olmadigini anlamak icin
antibiyotikli besi yerine ekilen hiicrelerin koloni olusturdugu goézlendi bu da

transformasyonun basarili oldugunu gosterdi.

Sekil 4.8. Plazmit transformasyonu sonrasinda elde edilen koloniler

4.7. Toplanan Orneklerin Analizi

4.7.1. Aktivite Tayini

Proteinin homojenatindan aktivite tayini yapildi. AChE enziminin aktivitesinin 6l¢timii
i¢in bu enzime spesifik olan Ellman metodu kullanildi. IPTG ile indiiklenen ve IPTG ile
indliklenmeyen erlenlerden alinan ornekler ile AChE’a spesifik olan Ellman tayini

sonucunda elde edilen iiriinlerde aktivite tayini yapildi.
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Cizelge 4.3. Aktivite 6l¢iimii Sonuglari

Alman Orneklerin Zaman IPTG + IPTG -
0. saat 16 br 12 br
2. saat 27 br 16 br
4. saat 44 br 22 br
6. saat 72 br 26 br
7. saat 68 br 24 br

4.7.2. SDS-PAGE

Lizis sonrasi elde edilen homojenat jele yliklendi ve markira karst yaklasik iki saat
yiriitiildii. Boyama isleminin ardindan elde edilen jelde yaklasik 80 KDA boyutunda

tirlin varlig tespit edildi.

Sekil 4.9. Lizis isleminden sonra elde edilen hiicre homojenatinin SDS-PAGE fotografi
(M: Markir, kDa: Kilodalton, 0. sa, 2. sa, 4. sa, 6.sa, 7.sa: Orneklerin alindig1 zaman)
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5. TARTISMA ve SONUC

Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nde yiiksek lisans tezi olarak hazirlanan bu
calisma, Rattus norvegicus (si¢an) beyin dokusundan Alzheimer hastaliginda énemli bir
yeri olan asetilkolini hidrolizleyen enzim olan asetilkolinesterazi kodlayan AChE genin
klonlanmas1 ve bir konak organizmada eksprese ettirilmesi acisindan Onem

tasimaktadir.

Demans, bireylerde beyin hiicrelerinin tahribatina ve ¢ok hizli bi¢imde bu hiicrelerin
kaybedilmesine neden olan ndrodejeneratif bir hastaliktir. Glinlimiizde 70 yas iistiinde
goriilen demansin yarisindan fazlasini Alzheimer tipi demans olusturur (Senol 2010).
Risk orani yasa bagli olarak dogru orantili bir sekilde artmakta ve geri doniisiimii
olmayan ilerleyici bir hastalik olarak bilinmektedir. AH; yasam kalitesini olumsuz
yonde etkileyerek hafiza, konugma, yon bulma, problem ¢ézme gibi zihinsel islevlerin
zayifladigi, glinliik hayattaki gereksinim duyulan isleri yerine getirme yeteneklerinin

azaldig1 ve davranig bozukluklari ile seyreden bir beyin hastaligidir (Orhan 2010).

Hastaligin kaynagi ve gelisim siireci tam aydinlatilamamis olup en ¢ok kabul edilen
goriis, kolinerjik kayiptir. Bu goriise gore; AH’da kolinerjik kavsak ve sinapslardan
salinan, iki sinir hiicresi arasinda iletisimi saglayan bir ndrotransmitter olan asetilkolin
miktarinin azalmasina bagli olarak asetilkolinesteraz miktarinin fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle AChE, kolinerjik tedavide merkezi bir konumda bulunmakta ve
asetilkolin miktarni1 arttirmak icin AChE enzim inhibitorii karakterli ilaglar
kullanilmalidir. Ancak hala merkezi sinir sistemine hizli bigimde niifuz edecek, etkisini
uzun siire koruyabilecek ve diisik yan etkiye sahip olacak AChE inhibitorii
bulunabilmis degildir (Rollinger et al. 2004). Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin
tedavisinde AChE inhibitorleri, belirli bir basar1 oraninin elde edildigi tek ila¢ grubudur
(Orhan 2010).
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Alzheimer hastalig1 gibi hafiza kayb ile ilgili hastaliklarda asetilkolinin ¢ok kisa siirede
pargalandig tespit edilmistir. Asetilkolini pargalayan enzimin inhibe edilmesiyle sinirler
arasindaki ge¢isin kuvvetlendigi tespit edilmistir (Orhan 2010). AH’nin kesin bir
tedavisi olmadigindan dolay1 ancak yasam kalitesini mevcut durumdan bir nebze de
olsun artirmak i¢in semptomik ilag tedavisi uygulanmaktadir. AChE inhibitorleri olan
takrin, rivastigmin, galantamin ve donepezil gibi ilaglar hastalarin beyinlerinde hiicre
Oliimiine paralel olarak eksilen asetilkolin miktarin1 artirmas1 amaciyla kullanilmaktadir

(Anonim 2011).

Sinir sisteminin saglikli ¢alismasi igin asetilkolinesteraz enzimi gerekli bir enzimdir.
Sinirler arasinda ve sinirlerden kaslara dogru iletimi saglayan asetilkolin, sinaptik
bosluga salindiktan sonra ortamdan temizlenmelidir aksi takdirde iletim devam eder. Bu
temizleme islemini asetilkolinesteraz tarafindan gergeklestirildiginden sinirler
arasindaki sinyallerin diizgiin bir sekilde iletilmesi i¢in bu enzim gereklidir. Asetilkolin,
kolinerjik noronlarin govdesinde kolin ile asetilCoA'dan gelen asetilin kolinasetil
transferaz (ChAT) tarafindan birlestirilmesi yoluyla olugmaktadir. Olusan asetilkolin,
aksonal transport yoluyla sinir uglarina tasinir ve sinaptik aralifa salinir. Normal
kolinerjik ileti, sinaptik araliktaki asetilkolinin, kolinesteraz enzimleri tarafindan hizli
katalitik hidrolizi yolu ile sonlandirilmasina baglidir (Swartz 2000). Bu hidroliz sonucu
sinaptik aralikta olusan kolin tekrar presinaptik norona alinir ve asetilkolin sentezinde
kullanilir. Kolinesterazlarin ortamda bulunmamasi, hem asetilkolin sentezi i¢in gereken
hiicre i¢i kolinin azalmasima hem de sinaptik araliktaki asetilkolin etkisinin uzamasina
yol agmaktadir. Kolinesteraz inhibisyonu, alzheimer hastaligi ve miyasteni gibi
hastaliklarda sinaptik araliktaki asetilkolini arttirmak {izere tedavi amagli kullanilir.
Ayrica oldiirticii asetilkolinerjik uyarim yaratmak iizere kimyasal gaz iiretiminde de

kullanilmaktadir (Silver 1974; Mesulam et al. 2002).

Beyindeki kolinerjik sistemin bozulmasi ile bellek arasindaki iliskiye dayamilarak,
asetilkolinesteraz inhibitorleri (antikolinesterazlar) tedavide en etkili ila¢ grubu olarak

kullanilmaktadir. Hafiza kayb1 ile ilgili norodejeneratif hastaliklarda (alzheimer
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hastaliginda gibi), kognitif eksikligin tedavisinde onaylanan antikolinesterazlar,

asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek etkisini gostermektedir (Hebert et al. 1995).

Calismamizda uygun yontemlerle sakrifiye edilen sicandan alinan beyin dokusu ile
yapilan total RNA izolasyonunun akabinde asetilkolinesteraz enziminin iiretiminden
sorumlu olan AChE genine ait cDNA sekansi, gene ait primerler kullanilarak PCR
amplifikasyonu yapildi ve elde edilen {iriinlerin dogrulugu agaroz jel elektroforezi ile
kalitatif olarak teyit edildi. AChE geninin niikleotid sayisinin 2066 bg, mMRNA baz
sayisinin 1845 b¢ ve kodladigi aminoasit sayisinin ise 614 aa oldugu genom veri
tabanindan elde edildi ve agaroz jel elektroforezi sonucunda AChE geninin 1845 b¢’lik
bolgede amplifiye oldugu dogrulandi. Calismanin daha sonraki basamaklarinda
amplifiye edilen AChE geni pET SUMO vektoriine ligasyonu yapilarak rekombinant
vektor olusturuldu. SUMO flizyonlari, rekombinant proteinlerin ekspresyonunu ve
cozlinlirliigiini arttirabilir bir 6zellikte oldugundan bu vektor kullanildi. Elde edilen
rekombinant vektor kompetent E.coli hiicrelerine transforme edilerek bu hiicreler petri
kabinda biiyiitiildii. Kolay calisilabilir olmasi, daha 6nce yapilan ¢aligmalarda verimli
sonuclar alinmasi ve rahat elde edilebilmesi nedeniyle bu g¢alismada klonlama ve
ekspresyon i¢in E.coli kullanildi. Biiyiiyen kolonilerden koloni PCR yapildi ve iriinler
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. Dogru biyiikliikte bantlarin goriildiigi
koloniler (3 ve 6 numarali koloni) sivi besi yerinde gogaltildi. Koloni PCR’da pozitif
sonug veren kolonilerden plazmit izolasyonu yapildiktan sonra ¢apraz PCR yapilarak
genin dogru bir sekilde insort olup olmadigi kontrol edildi. Plazmitlerin dogrulugu
tespit edildikten sonra rekombinant vektorler protein iiretiminin gerceklestirilecegi
konak organizmalara transfer edildi ve hiicreler daha biiyiik besiyerlerinde biiyiitiildii ve
bir besi yerine indiikleyici olan ImM IPTG eklenirken diger besi yerine eklenmeyerek 7
saatlik bir inkiibasyon sonucunda gen ekspresyon seviyesindeki etki saptandi. Hiicreler
parcalandiktan sonra elde edilen homojenattan Tris-HCI (pH:8) tamponu ile
spektrofotometrik aktivite tayini yapildi. Buna gore IPTG eklenen ve eklenmeyen
besiyerlerinde 0. saat, 2. saat, 4. saat, 6. saat ve 7. saatte alinan 6rneklerin aktivitesi
karsilastirildi. IPTG olmayan besi yerinden yapilan aktivite tayininde 0. saatte 12 birim,
2. saatte 16 birim, 4. saatte 22 birim, 6. saatte 26 birim, 7. saatte 24 birim aktivite, IPTG
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olan besi yerinde ise 0. saatte 16 birim, 2. saatte 27 birim, 4. saatte 44 birim, 6. saatte 72
birim, 7. saatte ise 68 birim aktivite saptandi. Bu da AChE geninin basarili bir sekilde
klonlanarak eksprese ettirildigi anlamina gelmektedir. IPTG ile uyarilmasiyla eksprese
edilen orneklerin yapilan SDS-PAGE’i sonucunda AChE’1n molekiiler agirlig1 yaklasik
olarak 80 kDa olarak tespit edildi.

Sonug olarak, bu tez caligmasinda AChE geninin klonlamasimin ve ekspresyonun
gergeklestirilmis olmasi, AChE enziminin karakterizasyonu ile ilgili ilave ¢alismalarin
yiriitilmesinin saglamas1 bakimindan son derece Onemlidir. Gilinlimiizde gelisen
teknoloji, in vitro kosullarda rekombinant DNA teknolojisi {izerinden amino asit
sekansinin modifikasyonu ile yeni proteinlerin dizaynina ve yapimina imkan
saglamaktadir. Protein molekiillerinin 3 boyutlu konformasyonlar1 ve boyutlar1 protein
miithendisligi araciligi ile yeniden sekillendirilebilmektedir. Mutagenez olarak da
adlandirilan bu teknikler, tesadiif olarak bir defada sayisi ve tam yeri belirsiz farkli
bolgeleride kapsayan rastgele mutagenez teknikleri ve sadece belirli hedef
aminoasitlerin delesyonu, insersiyonu ve degisimini ifade eden yoOnlendirilmis
mutagenez teknikleri rastgele ve bilingli olmak {izere ikiye ayrilabilir. Yonlendirilmis
mutagenez ile istenilen bolgeye tam olarak mutasyon yerlestirilebilmektedir. Bu yontem
ile spesifik DNA dizilerin rolii tam olarak tanimlanabilmektedir. Yonlendirilmis
mutagenez, protein yapi-islev iligkilerinin incelenmesi ve protein miihendisliginde
kullanilan gii¢lii bir aractir. Bu yOntem arastiricilara proteinin yapisinda spesifik
degisimler yapabilmesine imkan verir. Dolayisiyla bu yontemler araciligiyla AChE
enziminin aktif kisminda in vitro ortamda yapilabilecek mutasyonlar ile enzim
aktivitesinin nasil degisebilecegi hakkinda aragtirmalar yapilabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu sayede ilag tasarimi igin kemoterapotik hedef olarak gosterilen AChE enziminin
molekiiler yapis1 ve fonksiyonu hakkinda genis bilgiler elde edilmis olacaktir. Elde
edilecek bu verilerin, kolinerjik kavsakta 6nemli bir yere sahip olan bu enzime karsi,

secici inhibitorlerin tasarimina olanak saglayabilecegi kanaatindeyiz.
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