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OZET

Doktora Tezi

INSAN KARBONIK ANHIDRAZ IX iZOENZIMiNiN KLONLANMASI,
URETILMESI, ANTITUMOR ILACLARIN VE BAZI KIMYASALLARIN ENZiM
AKTIVITESI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Emrah YERLIKAYA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. O. irfan KUFREVIOGLU
Ortak Danisman: Yrd. Dog. Dr. Murat SENTURK

Bu calismada CA 1X izoenzimi, insan pankreas dokusundan rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak Escherichia coli (BL21DE3) hiicresinde iiretildi. hCA IX izoenzimi Nikel-
nitrilotriasetik asit afinite kromatografisi kullanilarak 290378 EUxmg™ spesifik aktiviteyle;
%385,96 verimle; 20,4 saflastirma katsayisiyla saflastirildi. Saflagtirilan enzimin safligin1 kontrol
etmek ve molekiil kiitlesini tespit etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi ve
tek bant elde edildi. hCA 1X izoenziminin molekiil kiitlesi 50,47 kDa olarak belirlendi. Ayrica
saflagtirilan hCA 1X izoenziminin karakterizasyonu yapilarak enzimin optimum iyonik siddet,
optimum pH, optimum sicaklik, stabil pH, Ky, Vmax Ve Ke degerleri belirlendi. 25 adet
antitimor ilacin ve 6 adet agir metalin enzim aktivitesi tizerine etkisi esteraz aktivitesi metodu
kullanilarak in vitro sartlarda arastirildi. Inhibitor etkisi gosteren ilag ve metallerin 1Cso degerleri
hesaplandi. Enzimi inhibe eden antitiimdor ilaglar i¢in ayri ayri Lineweaver-Burk grafikleri

cizilerek K; degerleri ile inhibisyon tipleri belirlendi.

2012, 137 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz IX, izoenzim, kanser, klonlama, ekspresyon



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

GENERATION, CLONING OF HUMAN CARBONIC ANHYDRASE IX ISOENZYME
AND INVESTIGATION OF SOME CHEMICALS’ AND DRUGS’ ANTI-TUMOUR
EFFECTS ON THE ENZYME ACTIVITY

Emrah YERLIKAYA

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. O. Irfan KUFREVIOGLU
CoSupervisor: Asist. Prof. Dr. Murat SENTURK

In this study, CA IX isoenzyme was produced from human pancreatic tissue by using
recombinant DNA technology in Escherichia coli (BL21DE3) cell. hCA 1X was purified with
290378 EU x mg™ of specific activity, 85.96% of purification yield and 20.4 of purification
folds by using Nickel-nitrilotriacetic acid affinity chromatography. To check the purity and
determine the molecular mass of the purified enzyme SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
was performed and a single band was observed. Molecular mass of hCA IX isoenzyme was
determined as 50.47 kDa. In addition, for characterization of purified hCA IX isoenzyme
optimum ionic strength, optimum pH, optimum temperature, stable pH, Kp, Vimax and ke values
were determined. Effects of 6 heavy metals and 25 antitumor drugs on the enzyme activity were
investigated in vitro conditions using esterase activity. 1Csy values of drugs and metals showing
the inhibitory effect were calculated. Inhibition types and K; values for antitumor drugs, which

inhibit the enzyme were determined by plotting separately Lineweaver-Burk plots.

2012, 137 pages

Keywords: Carbonic anhydrase IX, isoenzyme, cancer, cloning, expression
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

aa : Aminoasit
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan {iriin
olmasia firsat vermeden %100’liik bir iirlin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir

(Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1.1. Karbonik Anhidraz Enziminin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidraz (Karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1) biitiin organizmalarda yaygin
olarak bulunan ve aktif bélgesinde Zn*? iyonu igeren bir metaloenzimdir. ilk defa sigir
eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz (CA), canlilarda CO;’nin hidratasyonu ve
HCO3”in dehidratasyonu reaksiyonlarni tersinir olarak katalizleyen 6nemli bir

enzimdir (Supuran and Scozzafava 2001).

CA

CO; + HO > HCO; + H'

Karbonik anhidraz CO,’in hidratasyonu reaksiyonunun yani sira, siyanatin karbamik
aside veya iirenin siyanamide, aldehidin geminal diole hidratasyonu reaksiyonlarini da
katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizleri de bu

enzim tarafindan katalizlenmektedir (Supuran and Scozzafava 2001).

Cizelge 1.1. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

(1) 0=C=0 + HO ——* HCOy + H
(2) HN=C=NH +  H,0 *——  H,NCONH,

3 RCHO + HO ——> RCH(OH)

4) RCOOAr + H0O <+—— RCOOH + ArOH
(5) RSO:Ar  + H.O —> RSO:H + ArOH




Cizelge 1.1 (devam)

(6) ArOPO;°  + H,O <«—— HPO;® + ArOH
—_—
(7) ArF + HO _—> HF + AOH
(8) PhCH,0COCI + H,0 <«—— PhCH,OH + CO, + HCI
(9) RSO,Cl + H,O0 <—— RSOs;H + HCI
e

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir, daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sican eritrositleri, sican tiikriigii, sigir 16kositleri,
cesitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflagtirilmis ve bir¢ok kaynaktan karakterize
edilmistir. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30 kDa civarinda oldugu tespit

edilmistir (Feldstein and Silverman 1984; Krungkrai et al. 2001; Beydemir et al. 2002).

CA enzimi eritrositleri de i¢ine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak tizere bircok metabolik olayda rol
oynamaktadir. Doku/organlar ile akciger arasindaki COj/bikarbonatin respirasyonu ve
transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO, hemostazinda, elektrolit
sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda (glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi),
kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimoér olusumu ve diger bir¢ok fizyolojik ve

patolojik olayda gorev alir (Chegwidden et al. 2000; Supuran and Scozzafava 2000).

1.2. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Bir canli tiiriinde ayni1 reaksiyonu katalizleyen ve farkli kimyasal yapiya sahip enzimlere
izoenzim adi verilir. Izoenzimlerin aktiviteleri farkli; substrat, kofaktdr ve inhibitorlere

afiniteleri degisik olabilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).



Karbonik anhidraz enziminin farkli izoenzimleri memelilerde olduk¢a yogun olarak
calisilmaktadir. Fakat omurgalilarla ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ok erken asamalarinda
oldugu diisiiniilmektedir (Tufts et al. 2003). Insanda 16 tane a-CA izoenzimi oldugu
tespit edilmis, bunun 12 tanesinin katalitik olarak aktif oldugu bildirilmistir. Karbonik
anhidraz izoenzimlerinin hiicresel dagilimlari, kinetik 6zellikleri ve inhibisyon profilleri
acisindan faklilik gdsterdigi tespit edilmistir. Uzerinde en fazla ¢alisma yapilmis olan
izoenzimler sitoplazmik karbonik anhidraz 1 ve karbonik anhidraz II’dir. Bu iki
izoenzim i¢in en kolay elde edilebilir kaynak ise eritrositlerdir. CA 1l iskelet
dokusunda en ¢ok bulunan protein olarak, CA IV membrana bagl olarak insan bobrek
ve akcigerlerinde basolateral membran ve tiibiiler mikrozomlarda, CA V baz1 dokularin
mitokondrisinde, CA VI salgi sivilarinda (idrar, siit), CA VII sitozolik olarak bulunan

izoenzimlerdir (Beydemir et al. 2000).

Sitoplazmik CA I, CA Il, CA 1lI, CA VII ve CA XIII; plazma membranina bagl olarak
CA 1V, CA IX, CA XIlI, CA XIV ve CA XV; mitokondride CA VA ve VB; salgida CA
VI ve tiimor hiicrelerinde CA IX ve CA XII bulunur.

VA VB
Mitokondri

O)0
ONORD

Sekil 1.1. CA izoenzimlerinin hiicredeki lokalizasyonlarmin sematik gosterimi
(Leppilampi 2006)

NonOQ/p54™

Gekirdek




Karbonik anhidraz enzimlerinin {i¢ boyutlu yapilar1 a-CA, B-CA ve y-CA olmak iizere
tic farkli familyada incelenmistir. Farkli familyalarla gdsterilen homolog enzimler
arasinda dnemli bir fark yoktur, aksine hepsinde ¢inko iyonu vardir. Bundan dolay1 bu
familyalarin hepsi, katalitik fonksiyonu yerine getirmeleri yoniinden birbirine benzer

yapidadirlar (Hewett-Emmett 2000).

CA enzimlerinin aktif bolgesi oyuk seklindedir ve genis bir alana yerlesmistir. Koni
bicimindeki bu oyuk hemen hemen molekiiliin merkezine kadar uzanir. Cinko iyonu bu
oyugun alt kismima bitisik durumdadir. Dort ligand gibi H,O veya OH’ ile bir
tetrahedral geometride His-94, His-96 ve His-119°daki ii¢ azot atomuyla koordine
edilmistir. Ligandlar protein formundaki bir indirekt ligandin hidrojen bag ile diger

gruplara baglanmasiyla olusurlar (Lesburg and Christianson 1995).

O\

Glu -10

His - 94

His"-64

Sekil 1.2. hCA Il izoenziminin ligand yapisindaki metal merkezinin sematik olarak
gosterilisi



Karbonik anhidraz enziminin katalitik mekanizmasi, son altmis yildir yapilan galismalar
sonucu aydinlatilmaya calisilmistir. Bu ¢alisma sonucglarina goére CA enziminin;
metabolizmada son derece 6nemli olmasi, ¢dzelti ortaminda kararli olmast ve uygun
sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun silire bekletilebilmesi gibi avantajli
Ozelliklere sahip oldugu anlasilmistir. Enzim kinetigi hakkinda insan hCA Il izoenzimi
tizerinde yapilan spesifik bolgenin mutasyonu ve X-Ray kristalografisi ¢alismalarinda
da, katalitik mekanizma oldukca ayrintili bir sekilde ortaya cikarilmistir. Diger
izoenzimlerin mekanizmalar1 genellikle bu mekanizma ile ayn1 olmasina ragmen, bazi
spesifik detaylarda farkli olabilmektedir. Bu galismalar sonucunda, CA’nin yapisal
olarak iki onemli Ozellige sahip oldugu tespit edilmistir. Bunlardan birincisi, aktif
bélgede Zn*? iyonu ve ona bagh bir hidroksil grubu ihtiva etmesidir. Ikincisi de, aktif
bolge yakinindaki aminoasitlerin, proton verici ve proton gradienti olusturacak sekilde

diizenlenmis olmalaridir.
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Sekil 1.3. Karbonik anhidraz enziminin COj-hidratasyon reaksiyonunu kataliz
mekanizmasinin sematik olarak gosterilisi

Zn*? iyonuna OH" iyonunun baglanmasiyla enzimin aktif formu meydana gelir. Enzimin
aktif formu giiclii niikleofilik yapisiyla CO, molekiiliine saldirir. Bu da Zn*? iyonuna

baglanmig bikarbonat iyonunun olugmasini saglar. Daha sonra bikarbonat iyonu bir su
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molekiilii ile yer degistirir ve ¢odzeltiye gecer. Bunun sonucunda Zn"
molekiilii baglanir ve bu da enzimin asit formuna doniismesini saglar (Stams et al.
1988). Tekrar bazik formu olan A formuna ge¢mek icin aktif bolgeden ¢evresine bir
proton transferi gerceklesir. Bu reaksiyonun ger¢eklesmesine His-64 gibi proton
yakalayan aktif bolgeler ve ortamdaki tampon bolgeler yardimer olurlar (Lindskog and

Silverman 2000; Supuran and Scozzafava 2001).

Glinlimiizde baz1 hastaliklarin  tedavisinde CA  inhibitorleri etkili olarak
kullanilmaktadir. Glaucoma hastalig1 tedavisinde CA’nin gii¢lii inhibitdrlerinden olan
asetazolamid kullanilmaktadir. Oral yoldan verilen bu ilacin olduk¢a fazla yan etkileri
vardir. Bu yan etkileri azaltmak ve daha etkili bir ila¢ molekiilii bulmak amaciyla bir¢cok
siilfonamid tiirevi sentezlenmis ve goz epitelyumunda bulunan hCA 1I iizerinde
inhibisyon etkileri arastirilmistir (Supuran and Scozzafava 2001; Biilbiil vd 2002).
Giliniimiizde siilfonamidler glaucoma hastalig1 tedavisi disinda ditiretik, antibakteriyel
ve antifungal ilag olarak yaygin kullanima sahiptirler. Bu sebepten diinyanin birgok

yerinde farkli gruplar tarafindan yeni stilfonamid tiirevleri sentezlenmektedir.

Hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde CA inhibitérlerinin 6nemi, glaucoma hastaligi
tedavisi icin CA enzimi lizerinde yapilan inhibisyon c¢alismalar1 sonucu ortaya
c¢ikarilmistir.  Bu  c¢alismalarda, CA  enziminin kataliz =~ mekanizmalarinin
aydinlatilmasinin yani sira bu enzimin dokulara dagilimi ve bu dokulardaki hayati
fonksiyonlart anlasilmis ve bunun sonucunda CA enziminin inhibitorleri ve
aktivatorlerinin sentezlenmesine hiz verilmistir. Bu ¢aligmalarda ¢ok ¢esitli CA enzimi
inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler basta glaucoma olmak {izere bir¢ok
hastaligin tedavisinde, antitiiméor, agri kesici, epilepsi ve norolojik rahatsizliklarda ilag,
pozitron emisyon tomografisi (PET) ve manyetik rezonans belirlenmesinde (MRI)
diagnostik teshis materyali, antiiilser, diiiretik ilaglarin gelismesinde yol gosterici ve
antibiyotik olarak halen kliniklerde kullanilmaktadir. Bu sebeple, CA enziminin
inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni bilesiklerin sentezlenmesi son zamanlarda

¢ok biiyiik 6nem kazanmistir (Supuran and Scozzafava 2001).



1.3. Karbonik Anhidraz IX (CA IX) izoenzimi

Karbonik anhidraz IX (CA IX), o-CA protein ailesine dahil olan bir membran
proteinidir. CA IX; pH diizenlenmesinde, hiicre ¢ogalmasinda, hiicre farklilagsmasinda,
hiicre adezyonunda, tiimor hiicrelerinin yayillmasinda ve mide i¢ mukozasinin

korunmasinda rol oynar (Pastorekova et al. 2004).

CA IX, normal dokularda cok az ekspresyon gostermesine ragmen (baslica
gastroinstestinal dokular) bobrek, akciger, boyun, rahim, gdgiis dokularinda timor

varliginda asir1 ekspresyon gosterir (Pastorekova and Zavada 2004).

1.4. CA IX’un Yapisi ve Katalitik Aktivitesi

Diger CA izoenzimlerinden farkli olarak yalnizca katalitik bdlgesi bir polipeptid zinciri
icermektedir. CA IX olduk¢a kompleks organizasyonu ile birlikte multidomain bir

transmembran proteinidir (Supuran 2004).

CA IX yap1 olarak, bir N-Terminal sinyal peptid bolge (1-37 aa), diger o-CA
izoenzimlerinin katalitik bolgesi ile yiiksek sekans benzerligi gosteren bir ekstraseliiler
bolge (38-414 aa) (Pastorekova et al. 1992; Pastorekova and Pastorek 2004), bir
transmembran helikal par¢a (415-434 aa) ve fonksiyonu bilinmeyen kisa bir
intrastoplazmik kuyruktan (435-459 aa) olusmaktadir. Ekstraseliiler bolge, hiicreler
aras1 adezyonu saglayan proteoglikan benzeri bolge ve CA katalitik bolgeden
olusmaktadir. Birgok deney hem CA katalitik bolge hem de proteoglikan benzeri
bolgenin tiimorli hiicrelerde 6nemli rol oynadigini gostermistir (Pastorekova et al.
1992; Opavsky et al. 1996; Zavada et al. 2000; Pastorekova and Pastorek 2004).
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Sekil 1.4. CA 1X izoenziminin domain organizasyonu (Thiry et al. 2006)
*(SP: sinyal peptid bolgesi, PG: proteoglikan bolge, CA: karbonik anhidraz aktif bolgesi TM: trans
membran bolge, 1C: intrastoplazmik kuyruklar)

CA X, yapr olarak bir sinyal peptit, proteoglikan bolge, karbonik anhidraz aktif
bdlgesi, transmembran bdlge ve hiicre i¢i kuyruga sahiptir (Pastorekova and Pastorek
2004).

CA [IX’un X-Ray kristal yapist heniiz bilinmemektedir. Fakat poliakrilamid jel
elektroforezi deneylerinden CA IX’un yapisi aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (Opavsky et
al. 1996; Zavada et al. 2000; Giuseppina and Supuran 2010).

CA IX, 54 kDa agirliginda bir glikoprotein olup epitel hiicrelerin basolateral plazma
membraninda ve bazi durumlarda ¢ekirdekte de ekspre edildigi gézlenmektedir, ayrica

bu enzimin geni kromozom 17°de haritalanmaktadir (Kyllonen et al. 2003).

Insan CA 1X proteinini kodlayan cDNA ilk defa Pastorek et al. (1994) tarafindan
klonlanmigtir. CA IX geni 11 ekzon ve 10 introndan olugmaktadir (Opavsky et al.
1996). Translasyon sonucunda olusan protein 459 aminoasit i¢erir. CA IX’un aminoasit
sirast dort tane sistein rezidiizii icermektedir. Bu sistein rezidiilerinden {icli katalitik
bolgede, dordiinciisii ise transmembran bolgeye yakin bir bolgededir. Cys 156 ve Cys
336, molekiiller aras1 disiilfid baglar ile bagl diger CA izoenzimlerinin sisteinleri ile
benzer pozisyondadir (Supuran 2004; Pastorekova and Pastorek 2004). Diger iki sistein
ise Cys 174 ve Cys 409, trimerdeki molekiiller aras1 disiilfit baglarinin olusumuna

katilmaktadir. Katalitik bolgede 346 pozisyonunda bir N-glikolizasyon bolge oldugu



tahmin edilmektedir. CA IX’un sitoplazmik kuyruk bolgesi ii¢ tane fosforilasyon
bolgesi (Thr 443, Ser 448, Tyr 449) igerir ve bunlarin olasi diizenleyici rolleri
aragtirllmaktadir (Pastorekova and Pastorek 2004; Pastorekova et al. 2004). Diger a-CA
izoenzimlerinde oldugu gibi CA IX izoenziminin katalitik bolgesi {i¢ tane histidin
rezidiisiiniin (His 94, His 96, His 119) bagh oldugu bir Zn*® iyonu ve bir su
molekiiliinden olusmaktadir (Supuran 2004).

Sekil 1.5. Hiicre membrani iizerinde tam boy CA IX dimer yapisin1 gésteren model
(Giuseppina and Supuran 2010)

CA IX oldukg¢a aktif bir a-CA izoenzimidir. CO;’nin hidratasyonu reaksiyonu igin
katalitik ozellikleri CA 1I ile karsilagtirildiginda CA X un oldukga aktif bir izoenzim
oldugu goriilmektedir. Bu da CA 1X’un Kkex=3,8x10°s" ve kea/Kn=5,5x10'M™t.st
degerleriyle dogrulanmaktadir (Supuran et al. 2003; Supuran 2004).
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1.5. CA IX’un Kanser Biyolojisindeki Yeri

Kanser, hiicrelerde DNA'min hasari sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biiyiimesi ve c¢ogalmasidir. Giinde viicudumuzda (DNA'da) yaklasik 10.000
mutasyon olmasina ragmen immiin Sistemimiz her milisaniye viicudumuzu tarar ve
kanserli hiicreleri yok eder. Kanser, viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde tlireyerek
komsu dokular iggal etmesi (invazyon) veya kaynagini aldig1 organdan daha uzak bir
yere, kan veya lenf yoluyla yayilmasi (metastaz) ile olusan bir hastaliktir. Hiicreler
DNA replikasyonlari esnasinda meydana gelen bozulmalar nedeniyle yap1 degistirirler.
Normal viicut hiicre ve dokulari, orijinal biiyiikliik ve yapilarim1 korurken, kanser
hiicreleri saldirgan bir tablo ¢izerler. Kanser potansiyeli olan hiicrelerin en 6nemli
ozelligi onkogen igermesi yani bulundugu dokudan tamamen farkli yeni bir hiicre
olacak sekilde bozulma potansiyeli olmasidir. Bu hiicreler kanser dontistimiini
tamamladiginda, aliman patoloji Orneklerinde bu hiicrelerin kokenini tanimlamak
neredeyse imkansizdir. Bir kanser hiicresi olustugunda, viicudun bagisiklik sistemi bu
yabanci hiicreyi tanir ve parcgalar. Bu sayede viicutta olusan binlerce kanser hiicresi,
bagisiklik sistemi tarafindan yok edilir. Her hiicrede, onkogenlerin aktivasyonunu
baskilayan antionkogenler (tiimor baskilayict gen) bulunmaktadir. Antionkogenlerin
kaybolmas1 veya inaktive olmasi durumunda onkogen aktivitesine izin verilmis olur.

Bunu da kanserin olusumu izler.

Viicudumuzun her organi birgok farkli hiicre tiplerinden olugmaktadir. Normal olarak
bu hiicreler viicut icin gerekli oldugu sekilde belli bir diizen icinde biiyiiyerek
boliiniirler. Bu siire¢ bir diizen i¢inde yiiriir ve viicut saglhiginin korunmasina yarar.
Eger, yeni hiicrelere ihtiya¢ olmadig: halde hiicreler boliinmeye baslarsa, gereginden
fazla doku olusmaya baglar. Bu fazlalik dokular tiimér denen bir {irliniin ortaya
citkmasia sebep olurlar. Boylece olusan fazlalik doku iyi huylu veya koéti huylu
olabilir. Iyi huylu (benign) tiimorler kanser degildir. Komsu bélgelere yayilmazlar.
Sinirlart  belirgindir. Komsu dokular1 eritmezler. Bu hiicreler, onkogen yani
farklilagmiglardir (mutasyon) ancak yine de orijinlerini tahmin etmek mimkiindiir.

Tamamen ¢ikartildig1 zaman genellikle tekrarlamazlar. Koti huylu (malign) timorler


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mutasyon
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0mm%C3%BCn_sistem
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%B0nvazyon&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lenf
http://tr.wikipedia.org/wiki/Metastaz
http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
http://tr.wikipedia.org/wiki/Onkogen
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ba%C4%9F%C4%B1%C5%9F%C4%B1kl%C4%B1k_sistemi
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=T%C3%BCm%C3%B6r_Bask%C4%B1lay%C4%B1c%C4%B1_Gen&action=edit&redlink=1
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ise kanser olarak adlandirilir. Komsu organ ve dokulara yayilirlar, kemik doku ile
karsilagtiklarinda onu dahi eritirler (rezorbsiyon). Sinirlart belirsizdir. Malign timori
olusturan hiicreler o kadar farklilasmiglardir ki orjinlerinin ne oldugunu sdylemek

imkansizdir. Lenf ve kan yoluyla uzak organlara da yayilirlar (Anonim 2010a).

Kanser; normal hiicrelerin ¢ogalmasi, olgunlasmasi ve diger fonksiyonlarindaki
biitinliigiin  kaybolmast ile karakterize edilir. Kanserde temel sorun hiicre
cogalmasindaki kontroliin kaybolmasidir. Cogalma ya da biiylime genlerin kontrolii
altinda olduguna gore genetik faktorler tiim kanser tiirlerinde etkilidir (Barry et al.
2002).

Kanser, baz etkilerle degisime ugramis hiicrelerin, gerek yerel ve gerek uzak noktalarda
kontrolstiz olarak ¢ogalip biiylimelerinin sonucu olusan habis hastaliklar grubudur.
Normalde hiicreler belli bir kontrol altinda, ihtiyaca gore boliinerek ¢ogalirlar. Hiicreler
bir taraftan programli 6liim ya da apoptoz denen olay ile yok olurken, diger taraftan da
biiyiime faktorlerinin etkisiyle cogalir. Biiylime faktorleri normalde DNA'daki ¢esitli
genlerin etkisiyle olusan proteinlerdir. Bu genler mutasyona (degisime) ugrayarak
hiicrelerin asir1 biiylimesine sebep olurlarsa, o zaman kanser olusur ve bu genlere de
onkogen denir. Kanser genleri ya da onkogenler 70'li yillarin sonlarina dogru
bulunmaya baslanmis ve gilinimiize kadar c¢ok aktif arastirmalarin konusunu
olusturarak, kanserin daha iyi anlagilmasina, tan1 ve tedavinin gelistirilmesine hizmet
etmislerdir. Onkogenleri olusturan mutasyonlar, karsinojen maddelerin, virilislerin ve X
isinlariin etkisiyle meydana gelir. Kanser bir organda olustuktan sonra, uzak doku ve
organlara da metastaz denilen yerlesmeler yapar ve genel olarak hastalar metastazlar
nedeniyle kaybedilir. Hizli ilerleyen kanserlerde metastaz erken, daha iyi gidisli
kanserlerde ise metastaz ge¢ olusur. Metastaz olusumu tesadiiften ¢ok, kanser
hiicrelerinin baz1 organlara kolay yerlesmelerini saglayan o6zelliklerine baghdir.
Ornegin, kolon kanserleri karacigere, prostat kanserleri kemige metastaz yapmayi tercih
etmektedir. Burada kanserli dokudaki kan akimi ve damar hiicrelerinin aktivasyonu gibi

faktorler rol oynamaktadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kemik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Doku
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Onkogenlerin yaninda anti-onkogenler de ¢ok Onemlidir. Onkogenler kansere sebep
olurken, anti-onkogenler kanseri oOnleyen genlerdir. Anti-onkogenlere tiimorii
baskilayan genler de denir. Bunlar dogal hallerinde iken, yani mutasyona ugramamis
hallerinde iken hiicre boliinmesini ve ¢ogalmasini frenleyen, durduran genlerdir. Ornek

olarak retinoblastoma geni ve p53 geni verilebilir.

Molekiiler biyolojinin verdigi yeni bilgiler kanser tedavisi i¢in umut vaad etmektedir.
Onkogenleri ve onlarin iriinlerini baskilayan 6zel maddeler halen arastirilmaktadir.
Anti-onkogenlerin de tedaviye katilmalari i¢in ¢alisilmaktadir. Kanserde belki tedaviden
daha 6nemli olan husus kanserin onlenmesidir. Onlemede karsinojenik (kanser yapic1)
maddelerden uzak durmak, temiz ve saglikli yasamak ve uygun bir diyet uygulamak
gibi hususlara uyulmasi1 kanser sikligin1 rahatga yariya indirebilir. Gelecekte
kemoprevansiyon yani kimyasal maddelerle kanseri onlemek de yararli olabilecektir

(Anonim 2010b).

Renal hiicreli karsinomanin disindaki tiimoérlerde, CA IX nekrotik (6li doku bolgesi)
bolgenin etrafina daha yogun olarak dagilma o6zelligindedir. Bu durum hipoksiyle
diizenlenen, hipoksi tarafindan aktive edilen proteinin 6zelligidir. Nekroz fonksiyonel
kan damarlarindan uzak bolgelerde gelisir ve uzun siireli hipoksi (oksijen miktarinda
azalma) hatta anoksi (oksijensizlik) buna yol acar. Hipoksi ve anoksi hiicrenin
yasamasina olanak vermez (Pastorekova and Pastorek 2004). Bunun aksine fonksiyonel
kan damarlarmin yakininda yer alan (perinekrotik bolge) bolgeler ki bu bolgeler
oksijensizlikten veya ¢ok az oksijenlenmeden kaynaklanan strese daha az maruz kalan
bolgelerdir. Bu bolgeler nispeten az oksijenlense de diger hipoksik ve anoksik bolgeler
gibi oksijensizlikten kaynaklanan strese maruz degillerdir ve nispeten diisiik olan
oksijen diizeylerine CA IX’u da igeren ¢ok sayidaki HIF-1 hedeflerinin vasitasiyla

uyum saglamiglardir.

Farkli timor tiplerinden ¢ok sayidaki 6rnekle yapilan ¢alismalarda CA IX ve hipoksi
arasindaki iliski CA IX’un salinimma ait paranekrotik modeli dogrulamaktadir. Ornegin

CA IX ekspresyonunun servikal tlimorlerdeki hipoksi seviyeleriyle ¢ok iliskili oldugu


http://www.kanser.org/toplum/knedir.php,%2001/10/2010)
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bulunmustur. Bu durumu goésteren Ol¢limler igne elektrotlart veya pimonidazole adli
kimyasal hipoksi markirlariyla iligkilendirilerek yapilmistir. Bu markir, gégiis, akciger
kanserleri, ileri seviyedeki bas ve boyun kanserlerinde de giivenle kullanilmistir. Bu
bilgiler 15181nda CA IX tiimore bagli hipoksilerde giivenli bir markir olarak sunulmustur
(Ashida et al. 2002; Pastorekova and Pastorek 2004). Boyle bir markir klinik
uygulamalarda olduk¢a faydalidir. Pastorekova ve Pastorek (2004) tarafindan
thtiyag duymadig1 gibi biopsiden 6nce pimonidazole gibi metalik birlesmeye ihtiyag

duymaz ve rutin kullanim igin standardize edilebilir (Pastorekova and Pastorek 2004).

Hipoksi HIF-1 dongiisii bir tiimérde CA IX’un asir1 ekspresyonuna sebep olmaktadir,
tiim bunlarin sonucu da doku pH’sindaki diisiisle ortaya ¢ikan dengesizliktir. Gergekte
hipoksik tiimorlerin ¢ogu asidik 6zelliktedir (normal dokuda yaklagik pH=7,4 iken
hipoksik tiimorlerde pH=6’dir). CA IX’un hipoksik tiimorlerdeki asidifikasyon

prosesindeki rolii Pastorekova’nin grubu tarafindan agiklanmistir (Svastova et al. 2004).

Madin-Darby kopegi bobrek epitelyum hiicreleri yapisal olarak insan CA IX izoenzimi
salgilar. Bu kopekleri kullanarak Svastova ve arkadaslart (2004) kiiltiire edilen
hiicrelerde CA IX’un ekstraselliiler pH’y1 azaltabilecegini gostermislerdir. CA 1X’un
secici slilfonamid inhibitorleri besiyeri ortamindaki asidifikasyonu azaltir. Bunu
enzimin Kkatalitik aktivitesini inhibe ederek yaparlar. Bu inhibisyonla, H* iyonlarmin
tiretimi ve dolayisiyla da CA IX salgilayan hipoksik hiicrelere baglanmasi da azalir
(normal sartlar altindaki CA IX salgilayan hiicreler bundan etkilenmez). Buna ilaveten
CA IX’un Kkatalitik domainindeki aktif bolgenin kesilmesinin besi ortaminin
asidifikasyonunu azalttigi ve bu mutant proteinlerin aktif bdlgelerine siilfonamid

inhibitorlerinin baglanamadigi gosterilmistir (Svastova et al. 2004).

Tiimor hiicresi kendi pH degerini azaltir. Bunu laktik asit iiretimini artirarak (yiiksek
glikoliz oranindan dolay1) ve CO; hidrasyonu ile yapmaktadir. Hidrasyon reaksiyonunu
timor iliskili CA IX izoenzimi yapmaktadir. Bu enzimin extraselliiler ortamda ¢alisan

katalitik bir domaini vardir (Helmlinger et al. 2002). Diisiik pH degerleri timor
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olusumuna sebep olan veya bunu hizlandiran doniisiimlerle, kromozomal yeniden
diizenlemelerle, hiicre dis1 matriks parcalanmalariyla, ortama digsaridan veya ortamdan
disartya dogru kimyasal veya hiicre gociiyle, hiicre biiyiime faktorlerinin
aktiflesmeleriyle ve proteazlarin c¢alismalariyla iliskilidir (Stubbs et al. 2000;
Pastorekova and Pastorek 2004).

Sindirim sistemi epitelyum hiicreleri gibi normal dokularda CA IX, hiicre faklilasmasi
ve c¢ogalmasimi kontrol ederek morfogenez ve homeostazi diizenler (Supuran et al.
2003). CA IX’un dzgiin proteoglikan benzeri bolgesi hiicre adezyonu ve farklilagsmasi
ile ilgilidir. CA IX hiicre gelisiminde subsrat olarak kullanilan pirimidin niikleotidlerin

sentezinde gerekli bir yapidir (Supuran 2003).

CA IX membrana bagli ve hiicre yiizeyinde olan kati tiimorlerde goriildigli icin
ozellikle bobrekle ilgili hiicre karsinomlarinda (RCC), servik, over, kolon, bas, boyun
karsinomlarinda ekspre olmaktadir. Hiicre ylizeyinde aktivite gostermesi CO;’in
hidratasyon ve dehidratasyonu sonucunda kloriir-anyon degistiricisi olarak hiicre
membraninda yer almasi CA [X’un HCOj3; anyonlarinin tekrar sitoplazmaya
tasinmasinda O6nemli bir rol istlenmektedir. Bu membrana bagh tiimor iliskili
izoenzimin eksraselliiler asiditeyi kontrol ettigi ve bdylelikle katepsin B ve matriks
metaloproteaz B (MMP-9) gibi hiicre yiizey proteazlarinin aktivasyonuna etkimesi bu
enzimin sadece hipoksi i¢in degil ayrica kanser terapisi i¢in de 6nemli oldugunu
gostermektedir (Olive et al. 2001).

Sonug olarak, enzimatik aktivitesinin diginda CA Kkatalitik bolgesi ve proteoglikan
bolgesi (PG) ile birlikte CA IX hiicre-hiicre etkilesmelerinin diizenlenmesinde goérev
alir, ancak sahip oldugu sitoplazmik kuyruklarin sinyal uyumunda bir etkisi
bilinmemesine ragmen bu konuda c¢aligmalar yapilmakta ve hiicre yiizeyinde bulunan
kanser iligkili karbonik anhidrazlarin inhibisyonu ile elde edilecek terapdtik yararin

ortaya ¢ikarilmasi amaglanmaktadir (Tiireci vd 1998).
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1.6. Kemoterapi ve Kanser Tedavisi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini yok etmek i¢in antikanser ilaglarinin kullanilma seklidir
(Christine et al. 1974). Uygulanan kemoterapi; 6zellikle kanserin tiiriine, viicudun
neresinden basladigina, kanser hiicrelerinin tipine ve bu hiicrelerin ne kadar yayildigina
baglhidir. Kemoterapi, kanser tedavisinde tek basina veya cerrahi islemle ve/veya
radyoterapi ile birlikte uygulanabilir. Bu ilaglarin degerlendirmeleri yapilmis ve yillardir
kullanilmaktadir. Kemoterapi, kanser tipine ve kullanilan ilaglara gore cok g¢esitli
yollarla verilebilir. En yaygin yollar1 damara enjekte etmek ve agiz yoluyla vermektir.
Daha ender olarak adaleye veya deri altina enjekte edilir. Ozel durumlarda omurilige de
enjekte edilebilir. Baz1 hastalarda, bu yollardan bir kag¢1 birlikte kullanilabilir. Hangi
yolla verilirse verilsin ilaglar kana karigarak viicudun her tarafina tabii ki kanser
hiicrelerine de ulasirlar ve hiicrelerin kendi kendine boliinmesini ve yenilenmesini
engelleyerek tesir ederler. Boylece ilaglardan etkilenen kanser hiicreleri zarar goriir ve
oOliirler. Tliimdriin cinsine ve hastanin 6zelliklerine gore degisik nedenlerle kemoterapi

uygulanabilir:

* Tiimorii tamamen yok etmek ve hastayi iyilestirmek igin,
* Tiimoriin yayilmasini engellemek igin,
* Tiimoriin biiyiimesini durdurmak veya yavaglatmak i¢in,

* Timoriin sebep oldugu belirtileri yok etmek i¢in kemoterapi uygulanir.

Etkili bir tedavi yontemi olmasina ragmen bazi durumlarda tiimorii tamamen yok
edemeyip sadece belirtilerini diizelterek rahat yasamay1 saglayabilir. Bazi tiimorlerde
tek tedavi yontemi kemoterapidir. Digerlerinde ise kemoterapi diger tedavilerle (cerrahi
ve radyoterapi) pespese veya es zamanl olarak uygulanir. Ornegin ameliyat dncesinde
timorit  kiicliltmek amaciyla, veya ameliyattan sonra yayimasini Onlemek igin
kemoterapi yapilabilir. Ayni uygulamalar radyoterapi Oncesinde ve sonrasinda
yapilabildigi gibi, radyoterapi ile ayni anda g¢esitli yontemlerle de kemoterapi
uygulanabilir (Anonim 2010c).
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Tim normal hiicreler ve kanser hiicreleri yasamlar siiresince biiyiime ve bdliinerek
cogalma evrelerinden gegerler. Kemoterapi ilaglar1 bu siireci kirarak hiicrenin dliimiine
yol agar. Her kemoterapi ilacinin etkili oldugu evre farklidir. Cerrahi ve radyoterapi
lokal tedavilerdir. Kemoterapi ise tiim viicuda yayilarak etki eden bir tedavi seklidir.
Normal hiicreler kanser hiicrelerinden farkli olarak siiratle kendi kendilerini yenilerler
ve tedavi sirasinda olusan yan etkiler tedavi bitiminde ortadan kalkar. Kemoterapi
ilaglar1 bazi kanser tiplerinde yiiksek oranlarda, bazilarinda diisiik oranlarda etkilidir

ancak bu kanserin tipine baglidir.

1.7. Antitiimér Tlaglar

1.7.1. Dosetaksel

Dosetaksel ilaci; meme kanseri, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, yumurtalik
kanseri, bas boyun kanseri, prostat kanseri ve mide kanserinin dnlenmesi ve tedavisinde
kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No)
114977-28-5 olup, molekiil agirhgi 807,9 g/mol, formiilii ise Ca3Hs3NO14 dir. Ilag
damara enjekte yoluyla uygulanir. Dosetaksel damar igine enjekte edilmeden Once
Uygun bir ¢oziicii ile sulandirilarak ya da 6n karisim ¢ozeltisi hazirlanarak verilir.
Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisi igin dosetaksel ya tek basina ya da
sisplatin kombinasyonu ile kullanilir. ilerlemis meme kanserinin tedavisi i¢in dosetaksel
ya tek basina ya da doksorubusin ya da trastuzumab ya da kabesitabin kombinasyonu ile
kullanilir. Yumurtalik kanserinin tedavisi igin dosetaksel ya tek basina ya da platin
grubu ile kombinasyon halinde kullanilir. Prostat kanserinin tedavisi ig¢in dosetaksel,
prednison ya da prednisolonun kombinasyonu ile kullanilir. Yayilmis mide kanserinin
ve bas-boyun kanserinin tedavisi i¢in dosetaksel, sisplatin ya da 5-fluorourasil

kombinasyonu ile kullanilir.
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Sekil 1.6. Dosetaksel antitiimor ilacinin agik yapisi (Anonim 2012a)

1.7.2. Paklitaksel

Paklitaksel ilaci; meme kanseri, ovaryum kanseri ve ilerlemis kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri tedavisinde giiniimiizde siklikla kullanilan antineoplastik bir ilagtir.
Paklitaksel ilacinin Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No) 33069-62-4 olup,
molekiil agirlig1 853,9 g/mol, formiilii ise C47Hs51NO14 dir. flag damara enjekte yoluyla
uygulanir. Meme Kkanserinde nod pozitif meme kanserinin adjuvant tedavisinde
antrasiklin ve siklofosfamid tedavisini takiben kullanimi etkilidir. Paklitaksel, platin
igeren bir ilag ile kombine olarak ilerlemis veya metastatik over kanserinin ilk ve ikinci
secenek tedavisinde etkilidir. Ayrica kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinin ilk
secenek tedavisinde kiiratif cerrahi miidahale veya radyasyon tedavisi almayacak

hastalarda bir platin bilesigi ile kombine olarak etkilidir.
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Sekil 1.7. Paklitaksel antitiimér ilacinin agik yapisi (Anonim 2012a)

1.7.3. irinotekan HCl

Irinotekan HCl ilac1, dayanikli kolon kanseri ile ilerlemis ovaryum kanseri tedavisinde
giinlimiizde siklikla kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit
numarast (CAS No) 100286-90-6 olup, molekiil agirhigi 586,7 g/mol, formiilii ise
C33H3N406.HCI dir. ilag damara enjekte yoluyla alinir.

Sekil 1.8. irinotekan HCI antitiimér ilacinin agik yapisi (Anonim 2012a)
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1.7.4. Etoposid

Etoposid ilaci; ileri evre kiiglik hiicreli dis1 akciger, testis ve ovaryum kanseri
tedavisinde etkin olarak kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli T1p Kiitiiphanesi kayit
numarast (CAS No) CAS 33419-42-0 olup, molekiil agirligi 588,6 g/mol, formiilii ise
Ca9H3,013 dir. Uygulamasi damar yoluyla en az 30 dakika seklindedir. Etoposid ayni
zamanda a@iz yoluyla da verilebilmektedir. ilacin damar disma kagmasindan

kagimilmalidir.

Sekil 1.9. Etoposid antitiimér ilacinin agik yapisi (Anonim 2012a)

1.7.5. Karboplatin

Karboplatin ilaci, 6zellikle ilerlemis olan yumurtalik kanserinin baslangi¢ tedavisinde
uygun olan diger kemoterapétik ajanlarla birlikte kombinasyon halinde uygulanir.
Genellikle siklofosfamid/karboplatin ~ kombinasyonu kullanilir. ilerlemis olan
yumurtalik kanserinin sekonder tedavisinde de tekrarlanan yumurtalik kanseri ve daha

once kemoterapi tedavisi gormiis olan hastalarda, sisplatin tedavisi gorenler de dahil
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olmak tizere, yatistirict tedavi olarak kullanilir. Ayrica ovaryum, bas ve boyun, akciger,
testis kanseri tedavisinde de kullanilir. Milli Tip Kiitliphanesi kayit numarasi (CAS No)
41575-94-4 olup, molekiil agirhigi 371,2 g/mol, formiilii ise CgH1oN,O4Pt? dir. Ilag
damar igine enjekte yoluyla alinir. Daha az toksik bir bilesik olarak diinya ¢apinda kabul

gbrmiis ve kemoterapide siklikla kullanilmaktadir.

1.7.6. Sitarabin

Sitarabin ilaci, belirli 16semi (kan kanseri) tiirlerinin tedavisinde ve menenyjit ile iligkili
olan 16semi tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli T1p Kiitiiphanesi kayit
numarast (CAS No) 147-94-4 olup, molekiil agirhigi 279,68 g/mol, formiilii ise
CgH14CIN3Os dir. Ilag damar icine enjekte yoluyla alinir.

1.7.7. Metotreksat

Metotreksat ilaci; meme, over ve akciger kanseri, akut lenfoblastik ¢ocuk 16semisi ve
diger tedavi sekillerine cevap vermeyen agir rekalsitran psoriazis vakalarinin
tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi
(CAS No) 59-05-2 olup, molekiil agirligi 454,44 g/mol, formiilii ise CyoH22NgOs dir.

Ag1z yoluyla, kas i¢ine veya damar icine uygulanabilmektedir.

1.7.8. Cetuksimab

Cetuksimab ilact; bas, boyun ve kolon kanseri tedavisinde kullanilan antineoplastik bir
ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numaras1 (CAS No) 205923-56-4 olup, molekiil
agirh@ 145781,6 g/mol, formiilii ise CeagaH10042N173202023S36 dir. Tlag damara enjekte

yoluyla alinir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
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1.7.9. Rituksimab

Rituksimab ilaci, lenf kanseri tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip
Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No) 174722-31-7 olup, molekiil agirhigr 143859,7

g/mol, formiilii ise Ces16Hos72N168301087S44 dir. Ilag damara enjekte yoluyla alinr.

1.7.10. Sisplatin

Sisplatin ilaci; ya tek basina ya da kombine olarak diger ilaglarla birlikte ovaryum,
testis, mesane, serviks, yemek borusu, bas ve boyun kanserleri ile kiiciik hiicreli ve
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerini de igeren ¢ok genis ve degisik tiimorlerin
tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi
(CAS No) 15663-27-1, molekiil agirligi 300,05 g/mol, formiilii ise Ci2HgN2Pt dir. flag
damar igine enjekte yoluyla almnir. Ilac1 kullanacak hastanin sivi dengesinin iyi olmasi
gerekmektedir. Sivi dengesinin yetersiz kalmasi1 durumunda, yan etkilerin daha siddetli

sekilde ortaya ¢iktigi kanitlanmustir.

1.7.11. 5-Fluorourasil

5-Fluorourasil ilaci; basit tiimorlerin ve Ozellikle rektum, kolon, meme, uterus,
pankreas, karaciger, yumurtalik ve mesane karsinomlarinin tedavisinde kullanilan
antineoplastik bir ilagtir. Milli T1p Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No) 51-21-8 olup
molekiil agirligi 130,08 g/mol, formiilii ise C4H3FN2O, dir. Damar yoluyla ve bazi
viicut bosluklarma uygulanabilmektedir. Bu ilacin monoterapdtik bir ajan olarak

kullanilmasinin 6nemi, kolon ve rektum kanserlerinde daha gecerlidir.

1.7.12. Epirubisin HCI

Epirubisin HCI ilaci; meme karsinomu, malign lenfoma, yumusak doku sarkomu, mide,

karaciger, pankreas ve akciger karsinomu ve yumurtalik karsinomlarinin tedavisinde
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kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No)
56390-09-1 olup molekiil agirligi 579,95 g/mol, formiilii ise Cp7H29NO11.HCI dir. Ilag

damar icine enjekte yoluyla alinir.

1.7.13. Fludarabin Fosfat

Fludarabin Fosfat ilaci, B-hiicresi kronik lenfositik 16semili hastalarin tedavisinde
kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No)
75607-67-9 olup molekiil agirligi 365,2 g/mol, formiilii ise CioH1sFNsO,P dir. ilag

damar i¢ine enjekte yoluyla alinir.

1.7.14. Gemsitabin HCI

Gemsitabin HCI ilacr; ileri seviye kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, ilerlemis meme,
kolon, mide, yumurtalik, mesane ve pankreas kanseri tedavisinde kullanilan
antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No) 122111-03-9
olup molekiil agirligi 299,66 g/mol, formiilii ise CoH11F2N3O4.HCI dir. ilag damar icine

enjekte yoluyla alinir.

1.7.15. Sitozin Arabinozid

Sitozin Arabinozid ilaci, &zellikle kronik miyeloid l6semi tedavisinde kullanilan
antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numaras1 (CAS No) 147-94-4
olup molekiil agirlig1 243,22 g/mol, formiilii ise CoH13N30s dir. Tlag damar igine enjekte

yoluyla alinir.

1.7.16. ifosfamide

[fosfamide ilaci; testis, yumurtalik, servikal, meme, kii¢iik hiicreli ve kiigiik hiicreli

olmayan brong karsinomu, yumusak doku sarkomalar1 ve pankreas kanseri tedavisinde
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kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No)
3778-73-2 olup molekiil agirligr 261,09 g/mol, formiilii ise C;H;15CI2N204P dir. Ilag

damar icine enjekte yoluyla alinir.

1.7.17. Vinblastin Siilfat

Vinblastin Siilfat ilaci; ilerlemis testis kanseri, agiz boslugu ve dilin epidermoid
karsinomlari, akciger, cilt, serviks, meme ve belirli lenf kanseri tiirlerinin tedavisinde
kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiphanesi kayit numarasi (CAS No)
143-67-9 olup molekiil agirhg 909,06 g/mol, formiilii ise C4sHsgN4Og.H2SO, dir. Tlag

damar i¢ine enjekte yoluyla alinir.

1.7.18. Doksorubisin HCI

Doksorubisin HCI ilaci; akut ve kronik 16semi, lenfoma, yumusak nesi¢ sarkomasi,
noroblastoma, akciger, mide, degisim gosteren hiicre mesane kanseri, tiroid kanseri ve
meme kanseri tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi
kayit numarasi (CAS No) 23214-92-8 olup molekiil agirligr 543,52 g/mol, formiili ise
C27H29NO11.HCI dir. Tlag damar igine enjekte yoluyla alinir.

1.7.19. Dakarbazin

Dakarbazin ilaci; yumusak doku sarkomalar1, cilt ve lenfoma kanseri tedavisinde
kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi (CAS No)
4342-03-4 olup molekiil agirhigi 182,18 g/mol, formiilii ise CeH1oNgO dir. ilag damar

icine enjekte yoluyla alinir.
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1.7.20. Vinorelbin

Vinorelbin ilaci, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve metastatik meme kanseri
tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi
(CAS No) 71486-22-1 olup molekiil agirligr 778,93 g/mol, formiilii ise C45Hs4N4Og dir.

[lag damar igine enjekte yoluyla alinir.

1.7.21. Bortazomib

Bortazomib ilaci, eriskinlerin kemik iligi kanserlerinin (multip] myelom ve mantle
hiicreli lenfoma) tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli T1p Kiitiiphanesi
kayit numarasi (CAS No) 179324-69-7 olup molekiil agirlig1 384,24 g/mol, formiilii ise
C19H25BN4O; dir. Ilag damar icine enjekte yoluyla alinir.

1.7.22. Mitoksantron

Mitoksantron ilact; ilerlemis meme kanseri, lenfoma, eriskin akut non-lenfositik 16semi,
karaciger, yumurtalik kanseri tedavisinde tek basina veya diger antineoplastik ajanlarla
kombine olarak kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit
numarast (CAS No) 65271-80-9 olup molekiil agirligi 444,48 g/mol, formiilii ise

C22H28N4Og dir. Ilag damar icine enjekte yoluyla almur.

1.7.23. Okzaliplatin

Okzaliplatin ilaci; ovaryum, bas ve boyun, akciger, testis, kalin bagirsak (birincil timor
viicuttan tamamen c¢ikarildiktan sonra) veya viicudun diger kisimlarina dagilmis kalin
bagirsak ve kalin bagirsagin asagi boliimii (rektum) kanserinin tedavisinde kullanilan
antineoplastik bir ilagtir. Milli Tip Kiitiiphanesi kayit numarasi1 (CAS No) 61825-94-3
olup molekiil agirhigi 397,29 g/mol, formiilii ise CgH14N,04Pt dir. Ila¢ damar icine
enjekte yoluyla alinir (Ozensoy 2006; Anonim 2012a; Anonim 2012b).
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1.8. Hipoksi

CA IX izoenziminin, hastalik ilerlemesi ve tedavi sonucunu biiyiik 6l¢iide etkileyen
klinik olarak tiimor biyolojisinde 6nemli bir faktor olan hipoksi ile indiikklenmesi ayrica
onem tagimaktadir (Puccetti et al. 2005). Asidik ekstraselliiler pH (pHe) tiimér mikro
cevresinde tipik bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. pHe angiojenik faktorler ve
proteazlarin diizenlemesinde, bozulan immiin sistemlerinde onemli etkilere sahiptir
(Vullo et al. 2005). Hipoksi, timor saldirisini kolaylastiran hiicre disi ortamin
asidifikasyonu ile baglantilidir (Simi et al. 2006). Tiumor gevresinde asidifikasyon
genellikle glikolizde asir1 tiretilen laktik asit birikimi ile ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek
glikoliz hizi, 6zellikle enerji iiretiminden anaerobik metabolizmaya bagli olan hipoksik
hiicreler i¢in 6nemlidir. Boylelikle yapilan ¢alismalarda laktik asidin tiretilmesi sonucu
timor asidifikasyonuna glikoliz-eksik hiicrelerinin etkinliginin yan1 sira in vivo asidik
timorlerinde katkisi ortaya konmustur (Supuran and Scozzafava 2000). Bu kanitlarda
COy’in dehidratasyonunu ve hidratasyonunu katalizleyen karbonik anhidrazin etkisi son
derece onemlidir. CA IX integral bir plazma proteini olup CA ailesi i¢inde en yliksek
proton transferini katalizleme hizina sahiptir. Bu enzimin timér pH’sim1 kontrol etme
yetenegi ve yiiksek katalitik aktivitesine sahip olmasi timor mikro ¢evresinde en iyi

rolii Gistlenecek izoenzim olmasini miimkiin kilmaktadir (Kopacek et al. 2005).

CA IX’un insan ve tavsan beslenme sistemindeki dagilimi ile ilgili calismalar
sonucunda insan beslenme sisteminde CA 1X’un mide ve safra kesesinde giiglii
ekspresyon sergiledigi, ayn1 zamanda kivrim bagirsak, karaciger ve pankreasta pozitif
ekspresyonu gozlenmistir. Tavsan beslenme sisteminde ise mide, kolon ve on iki
parmak bagirsaginda pozitif ekspresyon, karacigerde ise zayif ekspresyon goézlenmistir

(Pastorekova et al. 1997).
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Sekil 1.10. Karbonik anhidraz X un normal ve kanserli hiicrelerdeki dagilimi (Thiry et
al. 2006)
*(Koyu renk daha fazla ekspresyon oldugunu ifade etmektedir.)
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CA IX, hipoksi sartlar altinda ve Hippel-Lindau (VHL) tiimoérler varliginda asirt
ekspresyon gosterir. Hipoksi, dokunun kan akimindaki yetersizlige bagli olarak
oksijenin dokuya yeterince tasinamamasidir. Bu olay doku hasarina, devam etmesi
durumunda da nekroz denilen doku kaybina sebep olur. Hipoksi, bir ¢ok kanser tipinde
yaygin olan radyoterapi veya kemoterapi ile tedavi edilemeyen klinikal bir problemdir.
Asidik hiicre dis1 pH, hipoksik tiimor ¢evresinin tipik bir 6zelligidir. Kanserin ilerlemesi
ile gii¢lii bir sekilde ortaya cikar ve tedaviyi sonlandirir (Hockel and Vaupel 2001;
Pastorekova et al. 2004).

Hiicre igerisinde bulunan karbonik anhidraz izoenzimleri CO2’nin hidratasyonu ve
HCO;”in dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak katalizler. Bu reaksiyon
sonucunda hiicre icinde H* iyonu arttigindan sitozolik pH artar. Reaksiyon sonucu
olusan H" iyonlar1 hiicre disina transfer edilir ve hiicre dis1 asidifikasyonu artar. Asidik
hiicre dis1 pH, proteolitik enzimlerin aktivasyonuyla tiimor yayilimmi kolaylastirir
(Webb et al. 1999). Bu hipoteze gore yapilan in vitro ¢alismalar CA inhibisyonunun

bobrek kanser hiicrelerinin yayilimini azalttigini gostermistir (Parkkila et al. 2000).
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Sekil 1.11. CA IX izoenziminin tiimorlii hiicredeki pH regiilasyonu ve iyon
transportuna etkisi (Thiry et al. 2006)

Tiimorlii  hiicrelerde CA  1X’un hiicre dis1 bolgelerde pH kontrolii ile 1ilgisi
arastirildiginda  katalitik aktif bdlgenin eliminasyonunun CA 1X’un asidifikasyon
kapasitesini bozdugu goézlenmistir. Bu bulgulara gore Pastorekova ve grubu, hipoksi
durumunda asirt pH diislislinlin sadece laktik asit liretimi ile degil ayn1 zamanda CA

IX’un Kkatalitik aktivitesi ile de ilgili oldugunu agiklamiglardir (Kaluz et al. 1999).

Karbonik anhidraz 1X izoenzimi hipokside yiiksek diizeyde ifade edilen genlerden
birisidir. CA 1X 6zellikle hipoksik timor dokularinda bulunup gastrointestinal yoldaki
diisiik diizeydeki ekspresyonu haricinde bir¢gok normal dokuda bulunmayan yiiksek
aktiviteli ve tiimorle iliskili bir membran enzimidir. CA IX’un yeni antikanser tedavileri
icin ilaglara hedef olusturabilecegi ve bir tiimor ilerleme belirteci oldugu gosterilmistir.
CA IX yiksek aktiviteye sahip olmakla beraber siilfanamidlere karsi hassas bir

izoenzimdir. Floresans ve membran gegirgenligini etkileyen siilfanamidler gibi 6zgiil
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inhibitérler kullanilarak CA [X’un aktivitesinin engellenmesinin tiimoér pH’simi
degistirip asiditeyi azalttig1 ve normal pH degerlerine dogru yaklastirdig1 gézlenmistir.
Bu nedenle CA IX, antikanser ilag gelistirilmesinde; daha secici ve etkin CA IX
inhibitorlerinin  kullanimiyla hipoksik kanserlerde pH dengesizliginin kontrol
edilmesinde ve genellikle klasik radyoterapiye ve kemoterapiye cevap vermeyen bu
timorlerin tan1 ve tedavisinde yararli olabilecektir. Sonug olarak, CA IX integral bir
plazma proteini olup CA ailesi iginde en yiiksek protein transfer hizi, tiimoér pH’simni
kontrol etme yetenegi ve yiiksek katalitik aktiviteye sahip olmasi gibi 6zelliklerinden
dolay1r tiimoérlerin teshisinde kullanighh bir biyomarker olacagi disiiniilmektedir

(Ozensoy and Supuran 2007).

1.9. CA IX inhibitorleri

CA IX, biitin diger a-CA izoformlarinda oldugu gibi anyonlar ve siilfonamidler
tarafindan inhibisyona ugrar. Inhibitérler dogrudan aktif bdlgedeki ¢inko iyonuna
baglanir ve aktif bolgedeki aminoasit rezidiileri ile hem hidrofobik hem de hidrofilik
etkilesmelere katilirlar (Thiry et al. 2006). CA inhibitorleri hiicre igi asidifikasyonu
Onleyebildigi i¢in son birkag yilda CA [X’un siilfonamid tiirevi inhibitorleri
kesfedilmistir (Thiry et al. 2006; Nuti et al. 2007). Bunlar arasindan bazi siilfamatlar ve
stilfonamidler X-Ray kristalografi ¢alismalartyla karakterize edilmistir. Bdyle
calismalar sonucunda bu bilesiklerin membran1 gegcemeyen bilesikler oldugu
kanitlanmistir. Bundan dolay1 bu bilesiklerin in vivo sartlarda 6zellikle CA 1X’u inhibe
ettigi anlagilmistir (Alterio et al. 2006).

Parkkila et al. (2000) giiglii bir CA inhibit6rii olan asetazolamidin bobrek kanseri
hiicrelerinin yayilma kapasitesine olan etkisini analiz ederek kanserli hiicrelerde CA
aktivitesinin fonksiyonel roliinii arastirmiglardir. Arastirma sonucunda asetazolamidin
sadece kanserli hiicrelerin yayilimini azalttig1 gozlenmistir. Yapilan ¢calismalarda CA 1X
inhibitorlerinin CA IX’un asir1 ekspresyon gosterdigi diger tiimorlerin yayilimini

azaltabilecegi savunulmaktadir.
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Ozensoy vd (2005) tarafindan yapilan calismalarda aromatik ve heteroaromatik
stilfonamidlerin ve {ireaz/tiyoiireaz ile birlesmis 4-aminoetil-benzensiilfonamid ve

metanilamid pargalarinin en iyi hCA IX inhibitorleri oldugu belirlenmistir.

Svastova et al. (2004) tarafindan arastirilan bilesikler CA 1X’un gii¢lii ve en ilging
inhibitorleridir. Bu bilesiklerin ilki olan floresans siilfonamid, CA IX i¢in yiiksek afinite
ile birlikte 6nemli ve gii¢lii bir inhibitordiir (Winum et al. 2005; Menchise et al. 2005;

Alterio et al. 2006).
SO2NH;
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Sekil 1.12. Floresans 6zellik gosteren siilfonamid bilesiginin agik yapisi

Bu bilesigin hipoksik tiimoérler i¢in floresans bir prob olarak yararli olabilecegi
gosterilmistir (Svastova et al. 2004). Bu inhibitor sadece in vivo hipoksi sartlar altinda
CA IX’a baglanir. Bu durum biyokimyasal olarak heniiz agiklanamamistir. Ancak
bilesigin bu oOzelliklerinden dolay:r hipoksik tiimdrlerin goriintiilenmesi icin tani
aletlerinin dizayn edilmesinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Svastova et al. 2004;
Menchise et al. 2005; Cecchi et al. 2005).
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Svastova et al. (2000) tarafindan arastirilan ikinci bilesik ise daha 6nce Scozzafava et
al. (2000) tarafindan belirtilen membrani gecemeyen bilesiklerden olup pozitif yiiklii bir
sinifa aittir. Pozitif ylikli piridinyum bilesigi giiglii bir CA IX inhibitoriidiir. Membrani
gecemedigi icin hiicre i¢cindeki CA’lar1 inhibe etmez. Bundan dolay1 bu bilesik su anda
yaygin olarak kullanilan asetazolamid gibi biitiin CA izoformlarin1 ayrim yapmaksizin
inhibe eden bilesiklerle karsilastirildiginda daha az yan etki gosterir (Supuran et al.
2003).

SO,NH,

A

Sekil 1.13. Pozitif yiiklii piridinyum bilesiginin agik yapisi

Bu bilesigin X-Ray kristal yapist CA II’nin yapisi1 kullanilarak ¢oziilmiistiir (Alterio et
al. 2006; Thiry et al. 2006). Bu pozitif yikli piridinyum bilesigi enzimin aktif
bolgesindeki aminoasitlerle uygun etkilesimlere katilir (Menchise et al. 2005). CA
IX’un X-Ray yapist heniiz tam olarak aciklanamadigindan CA IX inhibitdrlerinin

belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda CA II’nin yapisi referans olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 1.14. Segici CA IX inhibitorleri olan floresans siilfonamid ve membrani gecemeyen
pozitif yiikli piridinyum bilesiginin CA 1II ile yaptig1 kompleksin X-Ray kristal yapis1 (Thiry et
al. 2006)

Sekil 1.15. CA II’nin yapisi referans alinarak tasarlanan insan CA IX izoenziminin X-Ray
kristal yapist. Kirmizi renkli aminoasitler heliks yapiy1, yesil renkli aminoasitler 3
katlanmalarini gostermektedir (Giuseppina and Supuran 2010).
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(A)
60 70 80 90 100 110 120
| | | I | | |
CA II LNNGHAFNVEFDDSQDKAVLKGGPLDGTYRLIQFHFHWGSLDGQGSEHTYVDKKKYAAELHL
CA IX RNNGHSVQLTLPPGLEMALGPG----REYRALQLHLHWGAAGRPGSEHTVEGHRFPAEIHV
(B) ©

Sekil 1.16. Mimic CA IX’un yapisi ve dizilimi (A) CA II ve CA IX’un 60. rezidiiden 120.
rezidiiye kadar aminoasit diziliminin hizalanmasi (B) Mimic CA IX’un kristal yapist (C) Mimic

CA IX’un yakin ¢ekim goriiniimii (Genis et al. 2009)

Indisulam bilesigi, Owa ve grubu tarafindan kesfedilen bir siilfonamid tiirevidir (Y okoi

et al. 2002). Antitimor siilfonamidler grubuna dahildir ve hiicre dongiisiiniin

ilerlemesini G1 asamasinda engeller.

\\//

Sekil 1.17. Indisulam bilesiginin acik yapisi
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Indisulam bilesigi serbest bir SO,NH; grubuna sahiptir ve giiclii bir CA inhibitorii
olarak davranir. Indisulammn CA IX’un nanomolar bir inhibitorii oldugu gosterilmistir

(Raghunand et al. 1999; Joseph et al. 2011).

Indisulam insan kolon kanseri gibi farkli insan tiimorlerinde hem in vivo hem in vitro
sartlarda dnemli bir antitiimor aktivitesi gosterir. Indisulam sadece tiimériin yayilmasini
degil ayn1 zamanda tlimor biiyiikliigiiniin azalmasini da saglar. Solid tiimdrlerin tedavisi

i¢in indisulamin faz I ve faz II klinik ¢aligmalar1 devam etmektedir (Stubbs et al. 2000).

Secici CA IX inhibitorleri 6zellikle hipoksik hiicrelerde bulunan CA IX’a baglanip
enzimin katalitik aktivitesini inhibe ederek ortalama aktiviteyi diisiirtirler. CA IX
inhibitorlerinin, CA IX’un hipoksik kanserlerdeki roliinii agiklamada, timor
hiicrelerindeki pH dengesizliginin kontroliinde ve tiimor tedavisi i¢in tan1 yontemlerinin

kesfedilmesinde yararli olabilecegi kanitlanmistir.

Aromatik ve heterosiklik siilfonamidlerle CA IX’un inhibisyon g¢alismalari, CA IX’un
sitozolik CA 1, II izoenzimleri ve membrana bagli olan CA 1V izoenziminden ¢ok farkli
inhibisyon profili oldugunu gdstermistir. Aromatik siilfonamidler, heterosiklik
tirevlerle ve aromatik bilesiklerle karsilastirildiginda CA 1, IT ve CA IV i¢in zayif
inhibitor olarak davranirlar. CA I1X’da ise aromatik tiirevler ve heterosiklik bilesikler
benzer inhibisyon oranina sahiptir. Ortonilamid tiirevleri CA I, II ve CA 1V i¢in zayif
inhibitdr ozelligi gosterirken CA IX i¢in ¢ok giiclii inhibitdrler olarak davranirlar.
Metanilamid, siilfanilamid ve 4-hidrazinbenzensiilfonamid CA IX ve CA II’e karsi
benzer inhibisyon gosterirler. Homosiilfonamid ve 4-aminoetil-benzensiilfonamid CA 11
ile karsilastirildiginda CA IX i¢in daha iyi inhibitorlerdir. Halojensiilfonamidler, CA
I’e gore CA IX i¢in ¢ok daha zayif inhibitorlerdir. Arastirilan bu bilesikler i¢inde 4-
aminobenzolamid CA II’nin en gii¢lii inhibitérii iken CA IX igin giiglii bir inhibitor

degildir. Bu bilesikler i¢cinde en gii¢lii CA IX inhibitorii etoksizolamid fenol’diir.

Asetazolamid, metazolamid, etoksizolamid, diklorofenamid 40 yildan uzun bir siiredir

CA T inhibitort olarak kullanilmaktadir. Dorzolamid ve brinzolamid ise CA I inhibitoru
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olup antiglokom o&zelligi gosterirler. Bunlar arasinda en iyi CA IX inhibitoriiniin

asetazolamid oldugu gosterilmistir (Supuran et al. 2001; Supuran et al. 2002).

1.10. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisinin basarili uygulamalar1 aracilifi ile uygun gen
ekspresyon sistemleri kullanilarak arzulanan proteinin ¢ok miktarda iiretimi olanaklidir
(Lin et al. 2001). Rekombinant DNA teknolojilerinde son gelismeler, proteinlerin
yiiksek diizeyde ekspresyonunda énemli ilerlemelere katkida bulunmustur. Ilgilenilen
rekombinant proteinlerin miktarin1 artirmak {izere gelistirilen fermentasyon
optimizasyon stratejileri veya biyosentezi transkripsiyonel diizeyde iyilestiren genetik
manipulasyonlar, bu proteinlerin iiretimlerinde énemli artislara onciililk etmektedirler.
Bununla birlikte, tiiretimin daha yiliksek seviyeleri hala istenen bir durumdur.
Rekombinant protein iiretiminin translasyonel ve transkripsiyonel diizeyde optimize
edilmesinin disinda, pek ¢ok post-translasyonel faktér (proteinin katlanmasi ve
olgunlagsmas1 ile konagin fizyolojik aktiviteleri gibi) biyosentez diizeyini
etkileyebilmektedir. E.coli’de yabanci proteinlerin ekspresyonu, ¢ogunlukla konagin
yikict aktivitelerinin artmasina neden olan metabolik bir sikintiya yol agmaktadir. Hiicre
ici konak bagimli proteolizisin biyoteknolojik sonuclari, ¢ogunlukla iiriin kaybi ve
proteolitik tirtinlerle bulasmis sekildedir. Rekombinant proteinlerin hiicre i¢i proteolitik
yikimini azaltmak iizere hiicrelerin biiylime hizinin diisiiriilmesi, koruyucu flizyonlar ve
kirilma bolgelerinin ortadan kaldirilmasi i¢in spesifik rezidiilerin yer degistirmesi gibi
cesitli genetik stratejiler gelistirilmistir (Ignatova et al. 2003). Bunun yaninda hiicre
fizyolojisi, rekombinant proteinlerin yiiksek diizeyde iiretiminden ciddi sekilde
etkilenme egilimindedir ve yabanci gen iirlinleri, hiicre i¢i proteolizise egilimlidir. Bu
nedenle, rekombinant protein iiretimini iyilestirmek igin, hiicre igi proteolizisi en aza
indirgemeye dayanan genetik stratejiler de (proteazdan yoksun suslarin kullanimi gibi)
gelistirilmistir. Bu stratejiler kullanilarak rekombinant protein iiretimi i¢in kiiltivasyon
calismalarinda, hedeflenen iki Onemli nokta vardir. Bunlardan ilki yiliksek hiicre
yogunluguna ulasmak, digeri ise yliksek diizeyde gen ekspresyonudur. Rekombinant

protein iiretiminin kiiltlir performansi, bu iki nokta ayn1 anda gergeklestiginde optimize
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edilebilmektedir. Bu stratejiler transkripsiyonel etkinligin yani sira translasyonel
etkinligi de iyilestirmek yoluyla rekombinant protein iiretimini arttirmak i¢in basarili bir
sekilde uygulanmaktadir. Ancak, yapilan ¢aligmalarda tirliniin ¢oziinmez inkliizyon
cisimcikleri halinde birikimine neden olan dengesiz bir protein akisina sebep oldugu
goriilmektedir. Sitoplazmik inkliizyon cisimciklerine bagli sorun, proteinlerin yiiksek
diizeyde ekspresyonu icin disiik kopya sayili plasmidlerin  kullanilmasiyla
asilabilmektedir.  Periplazmik inkliizyon cisimciklerinin miktari, periplazmik
proteazlarla beraber koekspresyon yoluyla 6nemli 6l¢iide indirgenmistir (Pan et al.
2003; Ignatova et al. 2003).

1.11. Prokaryotlarda Rekombinant Protein Ekspresyon Sistemleri

Rekombinant proteinlerin ekspresyonunda prokaryotik ve oOkaryotik ekspresyon
sistemleri kullanilmaktadir. Prokaryot ekspresyon sistemleri ekspresyonun daha ucuz ve
ekonomik olmasindan dolay1 ilk tercih edilen sitemlerdir. Ekspre edilen proteinin
kompleks post-translasyonel modifikasyonlar1 gerekli degilse prokaryot ekspresyon
sistemleri kullanilir. Prokaryotik ekspresyon sistemleri arasinda en yaygin olarak E.coli
ve B.subtilis tercih edilmektedir. 1k olarak Itakura ve arkadaslari tarafindan bir memeli
peptid hormonu olan somatostatinin E.coli’de ekspre edilmesiyle yabanci bir genin
prokaryotik hiicrelerde in vitro olarak iiretilebilecegi anlasilmistir. Giiniimiizde gram (-)
bir bakteri olan E.coli rekombinant proteinlerin iiretiminde siklikla tercih edilmektedir.
Bunun nedeni {dretiminin ekonomik olmasi, hizli bir sekilde c¢ogalabilmesi ve
genetiginin iyi aydinlatilmis olmasidir. E.coli toksik rekombinant proteinlerin

ekspresyonu igin de oldukga caziptir (Yin et al. 2007).

Gen ekspresyon seviyelerini etkileyen genetik miihendisligi metotlari, rekombinant
proteinlerin biyosentezini iyilestirmek i¢in daha fazla segenek getirmektedir. Bunlarin
arasindan, genlerin 5°- ve 3’- ne bitisik diizenleyici bolgeleri lizerinden transkripsiyonel
diizenleme, mRNA Kkararliligi ve kodon kullanimi1 gibi bazilar1 her bir gen igin
spesifiktir. Bu degiskenler bireysel olarak optimize edilmelidirler. Rekombinant

ekspresyon sisteminin olusturulmasinda ¢ok sayida elementin merkezi dnemi vardir.
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Ekspresyonda ekspre edilecek geni tasiyan plasmid uygun bir sistemde tesvik edilir.

Ekspresyonu etkileyen ¢ok sayida parametre vardir. Bunlardan bazilari;

Ekspresyon vektoriiniin secimi: Cok farkli ekspresyon sistemleri olsa da ekspresyon
plasmidi; replikasyon orjini (ori), antibiyotik direng geni, transkripsiyon promoterleri,
translasyon baslangi¢ bolgeleri (TIR) ve transkripsiyon-translasyon sonlanma bolgeleri

gibi genetik elementleri igermelidir.

Rekombinant ekspresyon plasmidlerindeki en yaygin ilag diren¢ genleri ampisilin,
kanamisin, kloromfenikol ve tetrasikline kars1 etkilidir. Direng genleri plasmidler i¢in
secici bir ozellik saglar. Plasmidin ampisiline kars1 direnci bla genindeki B-laktamazin
ekspresyonu ile basarilir. Bu enzim ampisilin antibiyotigindeki B-laktam halkasinin
hidrolizini katalizler. Kiiltiir ortaminda bulunan ampisilin -laktamaz enzimi ile degrede
edilir, bu durum ampisilin direng geni igeren plasmidler icin segici bir Ozelliktir.
Kanamisin antibiyotigi periplazmaya salgilanan aminoglikozit fosfotransferaz enzimi ile
inaktive edilir. Kloromfenikol antibiyotigi ise cat geni iiriinii olan kloromfenikol asetil
transferaz enzimi ile inaktive edilir. Cesitli genler tetrasiklin antibiyotigine direng

ozelligi saglar.

Rekombinant ekspresyon plasmidi yiiksek seviyede gen ekspresyonunu kontrol eden
giiglii  bir transkripsiyonel promoter igermelidir. Indiikleyici yoklugunda bazal
transkripsiyon uygun bir represoriin varligi ile minimum seviyede tutulur. Bazal
transkripsiyonun minumum seviyede tutulmasi ozellikle, hedeflenen ekspresyon
hiicresel bir stres ile karsilastiginda ve plasmid kaybi gergeklestigi durumlarinda
onemlidir. Promoter indiiklenmesi ya termal yada kimyasal yolla olur ve en yaygin
kullanilan indiikleyici ajan bir seker molekiilii olan izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit
(IPTG)’tir.

E.coli Soylari: Rekombinant protein ekspresyonunda soyun genetik 6zellikleri oldukga
onemlidir. Ekspresyon i¢in segilen soy dogal olarak zararli olan proteazlari icermemeli

ve ckspresyon sistemine uygun elementleri icermelidir. E.coli’nin BL-21 soyu
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rekombinant protein ekspresyonunda sahip oldugu ozellikleri agisindan yaygin olarak

kullanilir. Genomunda T7 RNA polimeraz geni bulunur. IPTG ile tesvik edilebilir.

Fiizyon protein teknolojisi: Rekombinant proteinlerin ekspresyonu ve saflastirilmasini
kolaylastirmak icin yiiksek oranda fiizyon protein stratejisi gelistirilmistir. Flizyon veya
simerik proteinler, spesifik proteazlara tanima bolgesi ile, hedef proteine bagli olan
genellikle bir kuyruk, alic1 hiicrenin kararli bir proteinini igerir. Proteinin periplazmaya
veya besiyeri ortamina salgilanmasi istendiginde, protein alici proteazlari tarafindan
degrede olmasini engeller. Salgilama amagli, gerekli sinyalleri tasiyan bir protein hedef
protein ile birlestirilir. Bu yolla meydana gelen fiizyon protein, genellikle dogal protein
gibi salgilanir. Cok sayida flizyon cifti, spesifik afinite saflagtirma stratejileri ile
saflagtirilir. Saflastirma sonrasi kimyasal degredasyon yolu veya spesifik proteaz
uygulamasi ile flizyon proteinler ayrilir. Filizyon proteinler in vivo’da hiicreler arasi
proteolizi onlemesi, kararlilig1 arttirmasi gibi avantajli 6zelliklere sahiptir. Spesifik

ekspresyon habercisi olarak kullanilabilir.

Inkliizyon Cisimciklerinin Olusmasi

Rekombinant proteinin yiiksek seviyede ekspresyonu E.coli’de bir stres cevabi
olusturabilir. Is1 soku, aminoasit tilkenmesi veya agligi gibi g¢evresel kosullar stres
cevaplarimin olugsmasima neden olur. Protein aktivitesi tam {ii¢ boyutlu yap:
katlanmalarina baglidir. Is1 soku gibi stres kosullari in vivo’da protein katlanmalarini
bozar ve inkliizyon cisimleri olarak adlandirilan sekilsiz protein graniillerinin
olusumuna neden olur. Inkliizyon cisimleri, rekombinant proteinin yiiksek oranda
ekspresyonu sirasinda, stres cevabi olarak olusur. E.coli sitoplazmasindaki 200-300
mg/ml miktarindaki protein konsantrasyonu, rekombinant protein ekspresyonu sirasinda
protein katlanmalar1 i¢in uygun olmayan bir ¢evre olusturur. Rekombinant ekspresyon
sisteminde inkliizyon cisimlerinin olusumu in vivo’da protein kiimelesmesi ve
¢oziilmesi arasindaki dengesizlik nedeniyle olusur. Rekombinant sistemdeki protein

kiimelesmesi, sicaklik, ekspresyon orani, E.coli metabolizmasi, ¢oziinir kuyruk



39

teknolojisi gibi hedef protein miihendisligi ve saperon kodlayan plasmid ile birlikte

ekspresyon gibi parametrelerle azaltilabilir (Sorensen 2005; Aydogan 2006).

1.12. Calismanin Amaci

Bu c¢alismada kanser iligkili karbonik anhidraz IX izoenziminin; insan pankreas
dokusundan klonlanmasi, klonlanan ekspresyon vektoriiniin  E.coli  hiicresine
transformasyonu, E.coli’de ekspresyonu, ekspre edildikten sonra Ni recine kolonu
kullanilarak afinite kromatografisi teknigi ile belirli 6lgiide saflagtirilmasi ile saf enzim
lizerine bazi antitiimor ilaglarin ve kimyasallarin inhibisyon etkilerinin arastirilmasi
planlanmistir. Tiimor mikrogevresinde asidifikasyondan sorumlu ve genellikle kanserli
hiicrelerde aktivite gosteren CA X izoenziminin; kanser dokusundan izolasyonunun
¢ok zor olmasi ve hatta bazi durumlarda ise imkansiz olmasi, enzimin saflik derecesinin
inhibisyonu 6nemli derecede etkilemesi ve bundan dolay1 daha saglikli sonuglarin elde
edilememesi gibi sorunlar enzimin yiiksek oranda saflastirilmasi zorunlulugunu ortaya
¢ikarmaktadir. Bu yiizden hCA IX izoenzimi, ¢alismada kullanilmak tizere rekombinant

protein olarak iiretilmistir.

Elde edilecek sonuglarin hCA 1X izoenziminin inhibisyon mekanizmasinin daha
ayrintili olarak aydinlatilmasina, hCA 1X’a kars1 daha giiglii ve etkili inhibitorlerin
gelistirilmesine ve kanser tedavisinde kullanilacak yeni ilaglarin dizayn1 ve
farmakolojik uygulamalart i¢in altyapr olusturmasina Onemli bir katki saglayacag:

kanaatindeyiz.
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2. KAYNAK OZETLERI

Karbonik anhidraz enzimi ilk olarak memeli eritrositlerinden saflastirilmistir. Daha
sonraki yillarda enzim, insan eritrositleri, balik eritrositleri, sigan eritrositleri, sican
salviasi, sigir kemigi, sigir lokositleri, ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
saflagtirllmis ve daha birgok kaynaktan da karakterize edilerek enziminin katalitik
mekanizmasi aydinlatilmaya calisilmistir (Beydemir ve Giilgin 2004). 1933 yilinda
Meldrum ve Roughton ile Stadie ve O’Brien birbirlerinden habersiz olarak CA
enzimini, ilk kez eritrositlerden akciger kilcal damarlarina bikarbonatin hizli transferini
gerceklestiren katalitik faktoriin arandig bir ¢alisma sonucunda bulmuslardir. Meldrum
ve Roughton, daha sonraki yillarda CA enzimini diger memelilerin eritrositlerinden
saflagtirmak icin yeni yontemler gelistirmislerdir. Keilin ve Martin ise 1944 yilinda
enzim aktivitesinin Zn*? konsantrasyonuna bagimli oldugunu ve aktif bolgesinde Zn*?
icerdigini bulmuslardir. Dolayisiyla CA tanimlanan ilk metaloenzim olarak tarihe
gecmistir. Lindskog, 1960 yilinda sigir eritrositlerinde elektroforetik olarak ayirt edilen
2 ayr1 Karbonik anhidraz enzimi bulmustur. Insan, maymun, at, tavsan, gine domuzu
(Tappan et al. 1964) ve sigan eritrositlerinde (Mclntosh 1969) turnover sayilari
birbirinden farkli en az 2 g¢esit CA enzimi oldugu saptanmistir. Byvoet ve Gotti 1967
yilinda CA enzimini kopek bobreginden kismen saflastirmiglardir. Mclntosh 1969
yilinda si¢an dorsolateral prostat bezlerinden iki ¢esit CA enzimini homojen bir saflikta
elde etmistir. Appleton ve Sarkar 1974 yilinda karbonik anhidraz aktivitesinin ¢inko

atomu yakinlarindaki iyonlasabilir gruplarla ilgili oldugunu belirtmislerdir.

CA enzimi birgok arastirmaci grup tarafindan farkli kaynaklardan saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. CA enzimini; Demir vd 2004 yilinda sigir midesinden
saflagtirarak enzimin molekiil kiitlesini 30 kDa olarak, Hisar vd 2005 yilinda gokkusagi
alabalig1 eritrositlerinden saflagtirarak enzimin molekiil kiitlesini 28 kDa olarak,
Beydemir vd 2006 yilinda gokkusagi alabaliginin lensinden saflastirarak enzimin
molekiil kiitlesini yaklasitk 27 kDa olarak, Soyler 2006 yilinda Van kedisinin
eritrositlerinden saflastirarak enzimin molekiil kiitlesini 30 kDa olarak, Soyiit vd 2008

yilinda gokkusagi alabalig1 beyninden saflastirarak enzimin molekiil kiitlesini yaklasik
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29 kDa olarak, Soyiit ve Beydemir yine 2008 yilinda gokkusagi alabaliginin
karacigerinden saflagtirarak enzimin molekiil kiitlesini 29,4 kDa olarak, Soyiit ve
Beydemir 2011 yilinda gokkusagi alabaliginin bobrek dokusundan saflastirarak enzimin
molekiil kiitlesini 28,7 kDa olarak, Bursal 2009 yilinda kivi meyvesinden saflastirarak
enzimin molekiil kiitlesini 66 kDa olarak, Yaylact 2009 yilinda mersin alabalig
eritrositlerinden saflastirarak enzimin molekiil kiitlesini 29 kDa olarak, Demirdag vd
2011 yilinda koyun karaciger dokusundan saflagtirarak enzimin molekiil kiitlesini
yaklasik 29 kDa olarak, Kiling 2011 yilinda koyun midesinden saflastirarak enzimin

molekul kiitlesini 26,7 kDa olarak bulmuslardir.

Canli dokularinda ¢ok biiyiik 6neme sahip olan karbonik anhidraz enzimi goriildiigi
gibi her canlida farkli kisimlarda aktivite gostermektedir ve sadece 0 canlinin
metabolizmasina  spesifiktir.  Yani  karbonik anhidraz  enzimi  farkli canli
metabolizmalarinda farkli yapilarda ve molekiil kiitlelerinde fonksiyon gosteren ve
canlilarda hayati O6nemi bulunan bir enzimdir. Dolayisiyla bu enzimin canli
metabolizmasinda nerelerde ve hangi sekilde lokalize oldugu ve nasil bir fonksiyon
gosterdigini belirleyebilmek icin pek¢ok calisma yapilmis ve enzim birgok canlidan

karakterize edilerek kinetik 6zellikleri incelenmistir.

CA enziminin metabolizmada son derece 6nemli olmasi, ¢6zelti ortaminda kararli
olmasi ve uygun sartlar altinda aktivitesi kaybolmadan uzun siire bekleyebilmesi gibi
avantajli Ozelliklere sahip oldugu Pocker ve Janjic’in 1989 yilinda yapmis oldugu

calisma ile anlagilmistir.

CA enzimleri hayvanlarda ve 6zellikle de insan hastaliklarinin birgogunun tedavisinde
kullanilan ilaglar i¢in hedef enzim olmustur. Asetazolamid, dorzolamid ve brinzolamid
gibi siilfonamid tiirevleri olan ilaglar karbonik anhidraz izoenzimlerinin kuvvetli
inhibitdrleridirler (Biilbiil vd 2003). Ornegin insanlarda glokom hastaliginda CA
inhibitorleri farmakolojik ajan olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica CA

aktivitesindeki degisiklikler kanser basta olmak flizere diyabet, seker hastaligi ve
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hipertansiyon gibi metabolik hastaliklarla da ilgilidir (Casini et al. 2002; Giilgin vd
2004).

Karbonik anhidraz 1X insanlarda bulunan 16 farkli CA izoformundan biridir ve hiicre

dis1 karbonik anhidraz domaini i¢eren transmembran bir proteindir (Kaluz et al. 2009).

Kivela et al. tarafindan 2003 yilinda yapilan bir ¢calismada CA IX’un, klasik karbonik
anhidraz enzim aktivitesinin yani sira, hiicre adezyon isleminin modiilasyonu ve
hipoksik g¢evredeki tiimoriin ilerleyip hiicredeki artisinin diizenlenmesinde 6nemli rol

oynadigi belirtilmistir.

1994 yilinda Pastorek et al. tarafindan birgok kanser tiirinde CA 1X izoenziminin var
oldugu kesfedilmis ve bu izoenzimin interseliiler iletisim ve asit-baz dengesini saglama
fonksiyonu gozlenmistir. 1997 yilinda Pastorekova ve grubu tarafindan CA IX’un
normal olarak ifade oldugu yerlerin sindirim sistemi epitellerinde bazolateral plazma
membranlari, midenin ve safra kesesinin mukozasi oldugu rapor edilmistir. 1998 yilinda
Saarnio et al. CA IX’un; duodenum ve ince bagirsagin ilk boliimlerinde ifadesi daha
fazla iken rektuma dogru gittik¢e azaldigini, mide epitelinin aksine bagirsak epitelinde
ifadesinin daha ¢ok oldugunu tespit etmislerdir. Liao et al. 2009 yilinda yapmis
olduklar1 bir c¢alismada pankreas ve safra kanallarindaki epitelde, erkek iireme
organlarinda ve viicut bosluklarini doseyen mezotelde de CA IX’un bulundugunu

bildirmislerdir.

CA IX, hipoksik ortamlarda tiimér mikrogevresinde asidifikasyon araciligi ile tiimor
biiyiimesi ve invazyonuna katkida bulunur (Cianfrocca and Goldstein 2004). CA 1X,
hiicre membraninin her iki yoniinde pH farkliliginin devamlhiligini saglar. Bir ¢alismada,
CA IX’un hipoksik sartlarda tlimor hiicrelerinin pH’sin1 asidifiye ederek, meme tiimor
hiicrelerinin sagkalimindaki down regiilasyonu azalttig1 gosterilmistir (Potter and Harris
2003). Loncaster et al. 2001 yilinda servikal kanser hiicrelerinde, Eppendorf
mikroelektrod yontemi ile tiimdr hipoksisini 6l¢miisler ve hipoksik durum ile CA IX

ekspresyonu arasindaki direkt iligkinin varligim1 gostermislerdir. Loncaster et al. 2001
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yilinda yapmis oldugu bir c¢alismada CA IX’un, timér dokularinin
immiinohistokimyasal incelemesinde hipoksiyi saptamada bir markir olabilecegini

savunmuglardir.

Cesitli tiimor hiicrelerinde ve bazi kanser hastalarinda CA | ve CA 1l izoenzimlerinin
ekspresyonu arastirillmis fakat normal ve kanserli hiicrelerde bu izoenzimlerin
ekspresyonu arasindaki iligskiyi bulmakta zorlanilmigtir (Pastorek et al. 1994; Ozensoy
et al. 2006). CA I-VII izoenzimlerinin ekspresyonu ve timor olusumu arasinda
dogrudan bir iliski olduguna dair kanit bulunamamistir. Yalnizca CA IX ve CA XIl
izoenzimlerinin tiimorlii  hiicrelerde giiglii  bir sekilde ekspresyon sergiledigi

kanitlanmustir (Pastorekova et al. 2007).

Tiimor iliskili CA IX, ilk olarak 1994 yilinda Pastorek ve grubu tarafindan serviks
kanseri hiicre hatt1 olan Hela’dan klonlanarak elde edilmistir. 1996 yilinda Opavsky ve
arkadaslan tarafindan biyokimyasal olarak karakterizasyonu yapilmistir. Kanser hiicre
hatlarindan elde edilen ve normal dokulardan elde edilen CA IX cDNA dizileri
karsilastirildiginda, tiimor hiicreleri ve normal hiicrelerde farkli fonksiyonlara sebep
olabilecek herhangi bir mutasyon bulunamamistir (Pastorekova 1997; Barathova et al.
2008).

Pastorek et al. 1994 yilinda, CA IX’un gastroinstestinal sistemde ekspresyonunu ilk
aciklayandir. Turner et al. 1997 yilinda 6zofagus epitelyumunun bazal tabakasinda zayif
immunoblotlama goriildiigiinii belirttigi halde Pastorek et al. 1994 yilinda gastrik
epitelyumun plazma membranlarinda siddetli blotlamalar oldugunu
immunohistokimyasal olarak gostermislerdir. McKiernan et al. 1997 yilinda ve Parkkila
et al. 2000 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismalarda tim 06zofagus skuamdz hiicre
karsinomalari, biitiin epitelyum lezyonlar1 ve 6zofagus adenokarsinomalarmin %80’
pozitif reaksiyon vermistir. Normal bobrek dokusunda CA IX proteini tespit
edilememistir, fakat bazi insan bdbrek kanser hiicreleri ve adenokarsinomalarda CA

IX’a ait mRNA veya proteini yliksek oranda ekspresyon gosterdigi belirtilmistir.
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Parkkila et al. 2000 yilinda kanserli hiicrelerde CA aktivitesinin fonksiyonel roliinii
bobrek kanseri hiicrelerini analiz ederek arastirmislardir. Arastirma sonucunda bazi

kimyasallarin kanserli hiicrelerin yayilimini azalttigini gozlemlemislerdir.

Haapasalo et al. tarafindan 2006 yilinda g¢esitli dokularda CA IX’un ektopik
ekspresyonu gerceklestirilmistir. Normal insan beyin dokusu c¢ok az ekspresyon
gostermis veya hi¢ gOstermemistir. 362 astrositik tiimor hiicresinin 284’{inde

immunopozitivite goriilmiistiir.

Liao et al. 1994 yilinda immunoblotlama metodlarini kullanarak uterinus, serviks,
yumurtalik ve endometriyum karsinomalarinda CA X proteininin ekspresyonunu
tanimlamiglardir. CA X proteinine ait ilk immunohistokimyasal ¢alismada %90’dan
fazla diplaztik ve kot huylu servikal epitelyum ornekleri pozitif immunoreaksiyon
verdigi halde normal servikal epitelyum ekspresyonu zayif bir blotlama gosterdigi

belirtilmistir.

Birgok ¢alismada CA IX, intrensik hipoksik markir olarak gosterilmistir. CA 1X proteini
servikal diplazili 6rneklerde ekspre oldugu igin servikal sitolojide umut verici bir
biyomarkir olarak diistiniilmektedir. Biitiin ¢alismalar CA X proteininin servikal
neoplazi’de potansiyel bir biyomarkir oldugu ve diplaztik ve kotii huylu hiicreleri
aydinlatmada kullanilabilecegi sonucuna goétiirmistiir (Liao et al. 1994; Brewer et al.
1996; Liao et al. 1996).

Wingo et al. 2001 yilinda insan CA IX izoenziminin katalitik olarak aktivite gosteren
bolgesini  Klonlayarak ftiretip bazi kinetik 0Ozelliklerini incelemislerdir. CA IX
izoenziminin aktif bdlgesini kodlayan aminoasitlerin, katalitik olarak etkili insan CA 11
izoenzimini kodlayan aminoasitlerle %36 benzerlik gosterdigini fark etmislerdir. Ayrica
CA IX izoenziminin katalitik aktivitesini diger CA izoenzimlerinin katalitik aktiviteleri
ile kiyas yaparak analiz etmislerdir. Arastirma sonucunda CA IX izoenziminin katalitik
aktivitesinin genel olarak diger CA izoenzimlerinin Katalitik aktivitelerinden daha

yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir.
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Ozensoy 2006 yilinda bakteriyel ekspresyon sistemini kullanarak insan CA 1X
izoenziminin ekspresyonunu gerceklestirmistir. Ekspresyon sonucu elde edilen enzimi
afinite kromatografisi teknigi ile saflastirarak enzimin molekiil kiitlesini yaklasik 56
kDa olarak bulmustur. Saf enzim {izerine 11 ¢esit kemoterapi ilact ve 15 g¢esit

antibiyotik ile in vitro olarak inhibiyon ¢alismalari yapmustir.

Hilvo et al. 2008 y1linda bakiiloviriis-bdcek hiicre ekspresyon sistemini kullanarak insan
CA IX izoenziminin biyokimyasal olarak karakterizasyonunu yapmislardir.
Bakiiloviriis-bocek hiicre ekspresyon sisteminin bakteriyel ekspresyon sistemlerinden
daha avantajli oldugunu savunmuslardir. Calismada CA IX izoenziminin hem Kkatalitik
olarak aktivite gosteren bolgesini (CA) hem de katalitik olarak aktivite gdsteren bolgesi
ile proteoglikan bdlgesini (PG+CA) beraber klonlayarak iiretip enzimin bazi kinetik
ozelliklerini incelemislerdir. Arastirma sonucunda en yiiksek aktivite gosteren formun
CA IX izoenziminin, Katalitik olarak aktivite gosteren bolgesi ile proteoglikan

bolgesinin (PG+CA) beraber klonlanarak iiretilen formu oldugunu gézlemlemislerdir.

Yildirim 2009 yilinda insan CA X promoter dizisi ile Mus musculus CA9 promoter
dizisinin karsilastirmasini yapmistir. Buna gore iki tiirtin promoter dizileri arasinda
transkripsiyonel baslangi¢c noktasina yakin olan 725 niikleotidlik bdlgede homoloji
gosterdigini ve yaklasik %66,1 oraninda iki tiirin promoter dizilerinin benzerlik

gosterdigini tespit etmistir.

Yukarida belirtildigi gibi bir¢ok literatiirde CA IX izoenziminin yapisinin ve inhibisyon
mekanizmasinin aydinlatilmasi ve kanserin yayilimina kars1 koruyucu ilag¢ gelistirmek
icin daha kapsamli inhibisyon ¢alismalar1 yapilarak spesifik ve giicli CA IX
inhibitorlerinin belirlenmesi gerektigi ifade edilmektedir. Bu bilgiler géz Oniine

alindiginda bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin 6nemi daha iyi anlagilmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda Klonlama amagli kullanilan pGEM-T Easy vektori ile IPTG
Promega’dan; ekspresyon amagli kullanilan pETSUMO protein ekspresyonu Kiti ve
cDNA sentezi i¢in SuperScript® III First-Strand Invitrogen’den; gene spesifik primerler
Metabion’dan; X-GAL ile T4 DNA ligaz Fermentas’tan; Plasmid DNA izolasyon Kiti,
lizozim, dNTP, tag DNA polimeraz, ampisilin, kanamisin, standart serum albiimin
(BSA), N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), diyaliz torbalari, trictanolamin,
benzamidin Sigma Chemical Comp.’den; sodyum hidroksit,
trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum kloriir, sodyum asetat, hidroklorik asit,
glisin, fosforik asit, sodyum azitiir, gliserin, etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat,
E.Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250,
brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum persiilfat, p-

merkaptoetanol, jel yiikleme tamponu ise piyasadan temin edilmistir.

3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Otoklav : Hirayama HV-50L

Inkiibator : Binder

Is1 kontrollii ¢alkalamali inkiibatér : Edmund Biihler GmbH KS-15
DNA elektroforezi : Thermo EC 135-90 (yatay)

Jel Gorilintiileme : Vilber Lourmat-ECX-20-M
Thermocycler : Bio Rad C-1000 Thermal Cycler
Mikrodalga Firin : Beko MD-1500

Is1 Bloklar1 : Lab-Line, VWR Digital Heatblock

Steril Kabin : Telstar Bio-II-A



Mikro santrifiij

Sogutmal1 santrifiij
Spektrofotometre

pH metre

Elektroforez tanki

Peristaltik pompa

Karstiricr (Shaker)

Karistirict (Vorteks)

Hassas teraziler

Otomatik pipetler

Calkalayici

Magnetik karistirict

Saf su cihazi

Kar makinesi

Gii¢ kaynagi

Buzdolaplari

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

3.3. Mikrobiyolojik Metodlar

3.3.1. Primerlerin hazirlanmasi

Internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) NCBI Reference
Sequence: NM_001216.2 numarali insan CA IX genine ait gen bolgesi kullanildi. Elde
edilen gene ait protein kodlama bolgesi tespit edilerek, primerler protein kodlama
bolgesinin basindan ve sonundan tiim geni amplifiye edecek sekilde segildi. Tasarlanan
primerlerin sa¢ tokasi yapist olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin
olmasina ve niikleotidlerin dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat edildi.

Ayrica tasarlanan primerler databanklarda bulunan DNA sekanslari ile blast yapilarak
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- Hettich Zentrifugen

: Hermle Z 323 K(Germany)

: Beckman Coulter DU 730

: Schott pH-Meter CG840

: Bio Rad (dikey)

: Ismatec

: GFL 3025, Zhicheng ZHWY-200-D

: Fisons whirli-mixer, WiseMix VM-10

: Gecavery (UK), Denver Instrument

: Eppendorf

: Midi Dual 14

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
: Barnstead Easy Pure UV/U

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
: 1-Bio Rad Power Pac 3000

. Arcelik, Bosch, Vestel

: Sanyo Medical Freezer, Ugur

: Sanyo Ultra Low

insan CA IX geni ile en yiiksek benzerligi gosterdigi tespit edildi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.3.2. cDNA sentezi (RT)

Insan pankreas mRNA’s1 Clontech firmasindan ticari olarak temin edildi ve sonra revers

transkripsiyon yontemiyle insan pankreas cDNA kiitiiphanesi olusturuldu. Sentezlenen
cDNA 5 Kat distile su ile dilue edilerek -20°C’de saklandh.

Revers Transcriptaz ile cDNA iiretimi

1. Steril bir mikrosantrifiij tlipiine;

1. 1 pul 50 uM Oligo dTyo

2. 10 pg-500 ng mMRNA

3. 1 wl 10 mM dNTP Mix (pH=7,0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin her
birinden 10 mM) koyularak

4. 10 pl’ye ddHO ile tamamlandi.

2. Karisim 65°C’de 5 dakika 1sitildi ve buz iizerinde 1 dakika inkiibe edildi.

3. Karisim kisa siireli santrifiijlendi ve lizerine asagidaki kimyasallar eklendj;

e 2 ul 10X RT Tamponu

e 2u01MDTT

e 1 pul RNaseOUT™ (40 units/ul)

e 1 pl SuperScript'™ IIT RT (200 units/pl)
e 4 ul25mM MgCl,

4. Karigim hafif bir pipetleme ile karistirildi.

5. Sonra karisim 50°C’de 50 dakika inkiibe edildi.

6. Daha sonra karisim 85°C’de 5 dakika 1sitilarak reaksiyon durduruldu ve buz iizerine
alind1.

7. Tupiin i¢ine 1 pul RNase H eklendi ve 20 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
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8. ¢cDNA Kkiitiiphanesi gene ait spesifik primerlerle PCR yapilmak tiizere -20°C’de

saklandi.

3.3.3. Polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR)

Insan karbonik anhidraz IX i¢in PCR kosullar1 gradientli PCR yapilarak;

94 °C
94 °C
63 °C
72°C
72°C
4

4 dk
1:00 dk
1:00 dk
1:30 dk
5 dk

o0

35 dongt

olarak belirlendi. PCR reaksiyonlari asagida gosterildigi gibi 15 pl hacimde yapildu.

PCR karisimi (15 pl icin) :

Deiyonize su :

DNA

Taq Tamponu :

dNTP
Primer (F)
Primer (R)
MgCl,
DMSO

Taq polimeraz:

Sul

3 ul (uygun konsantrasyonda)

2 ul

0,5 ul (10 mM’lik ¢ozeltiden)

1 ul (10 pmol’liik ¢ozeltiden)

1 ul (10 pmol’lik ¢ozeltiden)

1 ul (25 mM’liik ¢ozeltiden)

1 ul (Toplam hacmin yaklasik %5°1)
0,5 ul

PCR sonuglar1 %1°lik konsantrasyonda agaroz jelde goriintiilendi.
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3.3.4. DNA agaroz jel elektroforezi

DNA elektroforezi i¢in yatay jeller kullanildi ve 80 volt elektrik akiminda yaklasik 1
saat ornekler yiiriitiildii. Elektroforez tamponu olarak 1XTAE tercih edildi. Agaroz jele
son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir (EtBr) ilave edildi.
DNA’y1 izleme boyast olarak bromfenol mavisi kullanildi. Calismada %1’°lik
konsantrasyonda agaroz jel kullanildi. Elektroforezde ayrilan DNA pargalarinin
biiyiikliigiiniin belirlenmesi igin farkli biiytlikliklerde DNA belirleyiciler kullanildi.
Elektroforez sonuglar1 UV jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotograflari

cekildi.

3.3.5. Ligasyon

Klonlama islemi, Tag DNA Polimeraz enzimi ile DNA molekiilleri arasinda
fosfodiester bag1 olusturularak gerceklestirildi. Bu tepkimenin olusmasi i¢in ortamda
komplementer uclara sahip plasmid DNA ile klonlanmak istenen genin bulunmasi
gerekmektedir. Ligasyon, genetik miihendisligi teknikleri iginde kisitlayict basamagi
olusturmakta, reaksiyon mithendisligi prensipleri ile tepkime kosullarinin gelistirilmesi
klonlama prosesinin diisiik olan basar1 olasiligim1 yiikseltebilmektedir. Ligasyon
sonunda olusan {iriinler lineer ve gevsemis (relaxed) plasmidlerdir ve gen transfer
teknikleri ile uygun konak hiicrelere transfer edilirler. Ligasyon tepkimesinin
gerceklesmesi icin  ortamda ng mertebesinde makromolekiill DNA  bulunur.
Makromolekiillerin klonlanmasi i¢in klonlanmas1 gereken iki makromolekiiliin
klonlanmasi1 gereken uclarinin kars1 karsiya gelmesi gerekmektedir. Bu olasiligin diisiik
olmas1 klonlama tepkimelerinin gergeklesme olasiligin1 da azaltmaktadir. Ligasyon
tepkimesinde ortamda bulunan vektoriin ve genin derisimi ¢ok onemlidir. Vektoriin ve
genin derisimleri DNA parcalarinin biiyiikliigiine gore degistiginden bunlarin uygun
derisimleri optimize edilmelidir (Bloom et al. 1996). Bu hususlar dikkate alinarak 5 pl
DNA (Gen Bolgesi), 2 pl ligaz tamponu, 1 pl vektor, 1 pl ligaz ve 11 pl dH,0O alind1 ve
toplam hacim 20 pl olacak sekilde hazirlandi. Karisim, ligaz enzimi tarafindan vektor

ile ilgili gen arasinda fosfodiester bagi yapmak iizere +4°C’de bir gece bekletildi.
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3.3.6. PCR iiriiniiniin vektore (pGEM-T Easy) klonlanmasi, E.coli (JM109)

hiicresine aktarimi ve mavi-beyaz koloni se¢cimi

cDNA kiitiiphanesinden gene spesifik primerlerle PCR yapildi. PCR ortaminda
amplifiye edilen gen pGEM-T Easy vektoriine T-A cloning Kit’i yardimiyla sub
klonlandi. Vektore klonlanan tiriin 1s1 sokuyla E.coli (JM109) hiicresine transforme
edildi ve ardindan ampisilin ve X-GAL ilave edilmis petri kutusuna ekildi. Petri
tizerinde mavi-beyaz koloniler gozlendi. Beyaz kolonilerden koloni PCR yapild1 ve
istenilen genin dogrulugu teyit edildikten sonra beyaz koloniler LB besi ortaminda
cogaltildi. Yogun bir sekilde iiretilen bakterilerden gen tasiyan vektor, vektor

saflagtirma kiti yardimiyla saflagtirildi.

Xmn I 2009
Scal 1890
Nael 2707
1 orl
mpr PGEM-T Easy
Klonlama VeKktorii lacZ
(3015 Baz Cifti) T

ol

Sekil 3.1. pGEM-T Easy klonlama vektoriiniin yapisi ve kesim pozisyonlari
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3.3.7. Elde edilen genlerin, gen diziliminin kontrol edilmesi

PGEM-T Easy vektoriine klonlanan gen bdlgesi, PCR ortaminda hem vektoriin
primerleri ile hem de gene spesifik primerlerle amplifiye edildikten sonra %1°lik agaroz
jelde kontrol edildi. Ayrica E.coli (JM109) bakteri kolonisinden izole edilen klonlama
yapilmis plasmidin (0 GEM-T Easy + hCA IX) DNA dizilimi bir ticari firma tarafindan
(Applied Biosystems) belirlendi. Dizi analizi sonucu 1377 bg’lik PCR amplifikasyon
tirtiniiniin hCA X oldugu dogrulanip, PCR’a dayali olarak herhangi bir mutasyon
olusmadigi gosterildi. Bunun nedeni her ne kadar spesifik primerler kullanilsa da PCR’a
dayali amplifikasyonlarda yanls hibridizasyonlar olabilecegidir. Ikinci 6nemli nokta
daha sonra ekspresyon calismalarinda kullanilacak olan ORF’de taq polimeraza bagh
olarak olusan tesadiifi mutasyonlarin bulunup bulunmadiginin kontrol edilmesidir. Elde
edilen diziler NCBI (National Center for Biotechnology Information)’a ait internet

adresi kullanilarak biyoinformatik olarak karsilastirildi.

3.3.8. PCR iiriiniiniin ekspresyon vektoriine (petSUMO) klonlanmasi, E.coli
(TOP10) hiicresine aktarimi

Klonlama yapilmis plasmid (pGEM-T Easy + hCA [1X) kalip DNA olarak kullanilarak
gene ait primerlerle PCR yapildi. PCR ortaminda amplifiye edilen gen, petSUMO
ekspresyon vektoriine kit yardimiyla sub klonlandi. Vektore klonlanan iiriin 1s1 sokuyla
E.coli (TOP10) hiicresine aktarildi ve ardindan kanamisin ilave edilmis petri kutusuna
ekildi. Petri tizerinde beyaz koloniler gézlendi. Elde edilen beyaz kolonilerden koloni
PCR yapild1 ve istenilen genin dogrulugu teyit edildikten sonra beyaz koloniler LB besi
ortaminda ¢ogaltildi. Yogun bir sekilde {iretilen bakterilerden gen tasiyan vektor, vektor

saflagtirma kiti yardimiyla saflagtirildi.
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Iﬁ kicO  RBS ATG  GxHis | SUMO & l

petSUMO

Ekspresyon Vektori

5,6 kb

Sekil 3.2. petSUMO ekspresyon vektoriiniin yapisi

3.3.9. Plasmid DNA izolasyonu (Miniprep)

Kiigiik miktarlarda DNA izolasyonu i¢in Genelute Plasmid Mini-Prep Kit (Sigma)
kullanildi. Kit protokoliine gore, ampisilin/kanamisin iceren 5 ml LB besiyerine
transformasyon gerceklesmis olan tek koloni ekim yapildi ve bir gece 37°C’de
calkalamali etlivde inkiibe edildi. LB besi yerinde tiretilen bakteriler 2 tane 1,5 mI’lik
ependorf tiipii igerisine alindi. 11.000 rpm’de 1 dk oda sicakliginda santrifiij edildi.
Siipernatant atildi. Peletler iizerine 200 pl resuspend ¢ozeltisi ilave edildi. Pipetle
hafif¢e pipetaj yapildi ve vortekslendi (bakterileri 6ldirmek i¢in ortam hazirlandi).
Uzerlerine 200 pl bakteri ¢eperlerini pargalamak igin lizis tamponu ilave edildi. 5 dk
oda sicakliginda bekletildi. 350 ul notralize ¢ozeltisi ilave edildi ve tiipte hafif ¢okelek
olusuncaya kadar tiip 5-6 defa alt iist edildi. 10 dk 11.000 rpm’de oda sicakliginda
santrifiij edildi. Siipernatant alindi ve mavi halkal kiigiik eperdorf kolonuna yiiklendi.

Cokelek atildi. Mavi halkali kolon 11.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve alt kismi
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dokildii. 500 pl opsiyonel yikama ¢ozeltisi ilave edildi. Tiip 11.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi ve alt kismu dokiildii. Uzerine 750 pl yikama ¢dzeltisi katildi. Tiip
11.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Kolonlar yeni toplama tiipiine alind1. Uzerine 100
ul eliisyon ¢ozeltisi ilave edildi. Tiip 1 dk 11.000 rpm’de santrifiij edildi. Boylece saf
plasmid eliie edilmis oldu. Plasmid 1/100 oraninda seyreltilip spesifik primerlerle PCR
yapildi. Sonra %1°lik konsantrasyonda agaroz jel kullanilarak elektroforez yapildi. Hem

PCR fiirtintiniin saflig1 hem de plasmid kontrol edildi.

3.3.10. Kompetent hiicre hazirlama

Kompetent hiicre hazirlamak i¢in 50 mM kalsiyum kloriir kullanildi. Oncelikle 10 ml
LB besiyeri icine tek koloni E.coli ekim yapilarak 37°C’de galkalamali etiivde bir gece
inkiibe edildi. Daha sonra bir gecelik kiiltiirden 100 ml LB igine 100 pul inokiile edilerek,
ODssg 0,4 ile 0,5 arasina gelinceye kadar calkalamali etiivde 37°C’de inkiibe edildi.
6000 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler c¢oktiiriildii ve siipernatant
uzaklastirildi. 30 ml 50 mM soguk kalsiyum kloriir ile pelet yeniden ¢dziildii ve buz
tizerinde 15 dakika bekletildi. Daha sonra 6000 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij
edilerek hiicreler tekrar ¢oktiiriildii ve siipernatant uzaklastirildi. Peletler 6 ml 50 mM
soguk kalsiyum kloriir ile ¢oziilerek tizerine 450 pl DMSO katild1 ve yavasca pipetaj
yapild1.150 pl’lik aliquatlara ayrilarak ependorflara paylastirildi. Ependorflar sivi azot

havuzunda dondurularak daha sonra kullanilmak tizere -80°C’de buzdolabinda saklandi.

3.3.11. Transformasyon

Kompetent hiicreler, -80°C’den alindi ve 30 dakika siireyle buz iizerinde bekletildi.
Ependorfa 100 pL kompetent hiicreden alindi ve her bir tiipe 50-100 ng plasmid
DNA’s1 kondu. Dikkatlice karistirilarak 30 dakika buzda bekletildi. Is1 soku igin
42°C’de 30 saniye tutuldu ve hemen buza alinarak burada da 2 dakika bekletildi.
Onceden 37°C’de 1sitilmis 250 uL LB eklendi. 37°C’de ¢alkalayici etiivde 1-1,5 saat
bliylimeye birakildi. Bu kiiltiir alinarak taze hazirlanmis, antibiyotik iceren LB-agar

petrisine damlatild1 ve yayildi. Petri 15 dakika oda sicakliginda bekledikten sonra etiive
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konarak 37°C’de bir gece bliylimeye birakildi. Petrideki kolonilerin durumuna bakilarak

transformasyon etkinligi saptandi.

3.3.12. Bakteri stoklarimin korunmasi

Ilgili bakteri soylart ve plasmid soylart 6n Kkiiltiirle iiretildikten sonra son
konsantrasyonu %215 steril gliserol + %85 (LB+Bakteri) olacak sekilde ependorflara

alindi. Ependorflar s1v1 azot havuzuna atilarak donduruldu ve -80°C’de saklandi.

3.3.13. Ekspresyon vektoriine klonlanmis olarak saflastirllan petSUMO-hCA IX
plasmidinin, E.coli (BL21DE3) hiicresine aktarim

Elde edilen plasmid 1s1 soku yardimiyla, E.coli (BL21DE3) hiicresine aktarildi ve
ardindan kanamisin ilave edilmis petri kutusuna ekildi. Petri lizerinde beyaz koloniler
gozlendi. Elde edilen beyaz kolonilerden koloni PCR yapildi ve istenilen genin
dogrulugu teyit edildikten sonra beyaz koloniler LB besi ortaminda ¢ogaltildi. Yogun
bir sekilde iiretilen bakterilerden gen tasiyan vektor, vektor saflastirma kiti yardimiyla
saflastirildi. Vektor kalip DNA olarak kullanilarak tekrar PCR yapildi ve iiriin bir kez
daha kontrol edilmis oldu.

3.3.14. Rekombinant protein ekspresyonu

3.3.14.a. IPTG kullanilarak hedef proteinin indiiklenmesi

Ekspresyonun T7 promoter sistemi ile baslatilmasi igin, hCA IX genini tasiyan
petSUMO plasmidi 1s1 soku ile E.coli (BL21DE3) hiicrelerine transforme edildi. LB-
Agar + Kanamisin igeren petriye yayild1 ve 37°C’de bir gece bekletildi. Petride olusan
kolonilerden tek bir koloni alindi, taze bakteri kiiltiirii olusturmak {izere kanamisin
iceren 10 ml’lik LB ortamina ekilerek 37°C’de 130 rpm’de bir gece inkiibasyona
birakildi. Daha sonra 500 ml’lik steril erlene 200 ml LB konuldu ve ortama 50 pg/ml
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olacak sekilde kanamisin konuldu. Bir gece inkiibasyona birakilan bakteri kiiltiirtinden 2
ml alinarak 200 ml’lik LB ortamina asilandi. Besi ortaminin inkiibasyonu calkalayici
inkiibator icerisinde 37 °C’de ve kontrollii olarak gerceklestirildi. Bakterinin iiremesine
ODggo’de 0,6-0,8 arasinda absorbans verinceye kadar miisaade edildi. Yeterli bakteri
konsantrasyonuna ulasildiginda, protein ekspresyonunun gergeklesmesi igin 160 ul 1
mM izopropiltiyogalaktozid (IPTG) ve 160 pl 0,4 M ZnS0O,4.7.H,0 bakteri kiiltiiriine
eklendi. Kiiltiir 30°C’de 260 rpm’de ekstra 8 saat inkiibasyona birakildi.

3.3.14.b. Bakterilerin yitkanmasi

LB ortamindaki bakteriler 15 ml’lik falkonlara aktarildi ve 6000 rpm’de +4°C’de 10
dakika santrifiij yapildi. Siipernetant atildi ve bakteriyel hiicre peleti 2 ml 50 mM Tris,
pH=7,6 ile siispanse edildi. 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi ve siipernetant atildi.
Yikama islemi bir kez daha yapildi ve pelet kurutularak -20°C’de homojenat hazirlamak

uzere saklandi.

3.3.14.c. Bakterilerin sivi azot kullanilarak parcalanmasi ve homojenat

hazirlanmasi

Peletler 2 defa s1v1 azottan gegirilerek macun kivamina gelinceye kadar havan igerisinde
doviildii. Sonra havanin igerisine 8 ml lizis tamponu eklendi ve homojenat ependorf
tiiplerine alindi. Tipler 17.000 rpm’de 20 dakika +4°C’de santrifiij yapildi. Stipernatant

alind1 ve peletler atildi.

3.4. Biyokimyasal Metodlar

3.4.1. Afinite kromatografisi jelinin hazirlanmasi

Bilindigi gibi enzim saflastirma islemlerinde en etkili metodlardan birisi afinite

kromatografisidir. Afinite kromatografisi, bir ¢esit adsorbsiyon kromatografisi olup,
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saflastirilmas: istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir kolon maddesine kovalent
olarak immobilize edilmis bir koplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve
tersinir baglandig1 bir tekniktir. Matriks olarak Sephadex, Sepharose ve Biogel gibi
farkl jeller kullanilabilir. Kullanilacak ligandin saflastirilacak madde i¢in spesifik ve

tersinir baglanma afinitesi olmalidir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

3.4.1.a. Afinite kolonunun paketlenmesi

Ni-NTA agaroz jeli etil alkol i¢ine alinarak jel siispanse edildi ve su trompu kullanilarak
vakum ile havasi alindi. Siispanse edilen jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan
sogutmali kolona paketlendi. Jel c¢oOktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla
dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis oldugu eluat ile tamponun 280

nm’de absorbanslarinin ve pH’larmin esitlenmesinden anlasildi.

3.4.1.b. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Hazirlanan homojenat baglanma tamponu igerisinde seyreltilerek Ni regine kolonuna
tatbik edildi ve kolon 20 mM imidazol igeren 100 ml yikama tamponu ile yikandi.
Boylece SUMO-hCA IX enzimi kolona tutundu ve diger safsizliklar ortamdan
uzaklastirildi. Sonra 250 mM imidazol iceren 30 ml eliisyon tamponu kolona tatbik
edildi ve SUMO-hCA IX enzimi kolondan eliie edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla
eliiatlar 2’ser ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbanslarina bakildi.

Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akig hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi.
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Sekil 3.3. Afinite kromatografisi ile proteinin saflastirilmasi1 (Lehninger 2005).

3.4.2. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin kontrolii

Enzimin saflastirilmasindan sonra Laemmli tarafindan anlatildigi gibi SDS-PAGE
teknigi ile enzimin hem saflik derecesi hem de mol kiitlesi (Mk) belirlendi (Laemmli
1970). Bunun igin elektroforez plakalari 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka {ist iiste getirilerek kiskaglarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmay1 onleyen siinger ihtiva eden jel

hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektdrle plakalarm arasina
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ist kesimde 2 cm kalincaya kadar dolduruldu. Bir saat jelin donmasi igin beklenildi,
ayirma jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist
kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi igin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilasmasi beklenirken islatilmis slizge¢ kagidi sistemin
tizerine kapatildi ve kurumasi dnlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
cikartilarak numune kuyulart belirlendi. Jel plakalarla birlikte elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiritme tamponu dolduruldu.
Enzim 6rnekleri yaklasik 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl
olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. U¢ dakika kaynar su banyosunda
inkiibe edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anot, {ist taraftan ise (-)
katot yerlestirildi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar
gelip y1gildi. Sonra akim 120 volt’a ¢ikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine
kadar yiiritiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol
mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar
arasindaki jel dikkatlice cikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme
cozeltisinde 20 dakika bekletilen jel, ¢ikarilarak boyama ¢6zeltisine konuldu ve
calkalayic1 {lizerinde 2 saat bekletildi. Jel boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama
cozeltisine konuldu. Rengi agilip, protein bantlart belirginlesene kadar calkalayicida
yikanan jel cikarilarak fotografi ¢ekildi. Elektroforez fotografi kullanilarak standart
proteinlerin R¢ degerleri hesaplandi ve log Mk-Rs standart grafikleri ¢izildi. Daha sonra
fiizyon proteinin ve hCA 1X izoenziminin R¢ degeri hesaplandi ve standart grafikte
yerine konularak bu enzimin log Mg’s1 belirlendi. Bu degerin antilogaritmasi alinarak
numunenin molekiil kiitlesi hesaplanmis oldu (Sekil 4.14, 4.15, 4.16, 4.18).

Proteinlerin R degerleri:

formiili kullanilarak belirlendi.

Xe = Proteinlerin yliriime mesafesi
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Xboya = Boyanin ytirlime mesafesi

3.4.3. Diyaliz

Diyaliz yontemi, iyonik olan ve olmayan, tiim kii¢iik molekiilleri yok etmek veya
konsantre etmek i¢in kullanilan basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Proteinler, diyaliz
yoluyla tuz veya diger kiiciik molekiillerden ayrilabilirler. Diyaliz isleminde, istenen
biiyiikliikte gozeneklere sahip seliiloz membran gibi ¢esitli yar1 gegirgen membranlar
kullanilmaktadir. Bu islemde protein Oziitii yar1 gecirgen membran igine alinir.
Membran porlariin biiytikliigliniin, protein molekiillerinin biiyiikliigiinden daha kiictik
olmasina dikkat edilir. Boylece membran, tuz ve tamponun gegisine izin verirken,
protein molekiillerine gecit vermez. Kiiclik molekiiller membrandaki ozmotik basing
dengelenene kadar serbestce membrandan gegerler. Bu islem tampon birka¢ kez
degistirilerek tekrarlanir. Ayrica diyaliz islemi sirasinda kullanilan tamponun hacminin
biiyiik olmasma o6zen gosterilir (Berg et al. 2002). Kromatografik islemler sonucu
saflastirilan flizyon protein 4°C’de, magnetik karistirici tizerinde pH=7,4 olan PBS
tamponuna kars1 bir gece diyaliz edildi. Boylece fiizyon protein ile ortamdaki diger
istenmeyen maddeler (tuz veya diger kiigiik molekiiller) birbirinden kismen ayrilmis

oldu.

3.4.4. Calismada kullanilan ortamin ve malzemenin temizligi ve sterilizasyonu

Isiya dayanikli biitiin cam malzemeler, pipet uglari, ependorflar, santrifiij tiipleri, bakteri
kiiltiir ortamlar1 121°C’de 20 dakika (1,02 atm basingta ) otoklavda steril edildi. Steril
kabin kullanilmadigi zamanlarda alkolle silinerek ve ¢alismaya baslamadan en az yarim

saat once UV lambasi acilarak ¢alisma ortaminin sterilizasyonu saglandi.
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3.5. Klonlama Basamaklarinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.5.1. LB besi ortaminin hazirlanmasi

Cizelge 3.1. LB besi yerlerinin hazirlanmasi

KATI BESI YERININ SIVI BESI YERININ HAZIRLANMASI
HAZIRLANMASI

Saf su 400 ml | 200 ml | Safsu 400 ml 200 ml
Tripton 49 29 Tripton 49 29
Maya Ekstrakti 29 19 Maya Ekstrakti 29 1g
NaCl 290 1lg NacCl 20 19
D (+) Glukoz 0,449 0,29 D (+) Glukoz 0,49 0,29
NaOH (5 N) NaOH (5 N)
Stok: 200 g/1000 600 ul | 300 ul | Stok: 200 /1000 ml | 600 pl 300 pl
ml
Agar 69 39 - - -

121 °C’de 20 dk otoklavlandi ve

50 °C’ye kadar soguttuktan sonra

100 pl
X-GAL (50 200 ul | (320ul) - - -
mg/ml)
IPTG (1M)
Stok: 0,178 80 ul 40 pl - - -
9/0,750 ml saf su (0,024 g)
Amp
Stok: 50 mg/mi 400 pl 200 pl - - -
katildi.

Cizelge 3.1’de gosterildigi sekilde kat1 ve sivi LB besi yerleri ayr1 ayr1 hazirlandi.
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3.5.2. Ampisilin/IPTG/X-GAL’li LB tabaklarmin hazirlanmasi

Yukarida anlatildig1 gibi LB besi ortami1 ampisilin, IPTG ve X-GAL katilarak hazirland1
ve petrilere bosaltildi. Alternatif olarak 100 mM IPTG’den 100 pl ve 50 mg/ml X-
GAL’den 20 pl alinarak LB tabaklarimin yiizeyine yayildi. Kullanmadan 6nce 37°C’de

30 dakika emmesine izin verildi.

3.5.3. LB Besi ortamu i¢in IPTG stok ¢ézeltisinin (0,1 M) hazirlanmasi

1,2 g izopropiltiyogalaktozid (IPTG; Cat.# V3951) alindi, son hacim 50 ml olacak
sekilde iizerine deiyonize edilmis su eklendi. Daha sonra siiziildi, sterilize edildi ve

+4°C’de saklandi.

3.5.4. Fiizyon proteinin indiiklenmesi i¢cin IPTG stok ¢ozeltisinin (1,0 mM)

hazirlanmasi

12 mg izopropiltiyogalaktozid (IPTG; Cat.# V3951) alindi, son hacim 50 ml olacak
sekilde lizerine deiyonize edilmis su eklendi. Daha sonra siiziildii, sterilize edildi ve

+4°C’de saklandi.

3.5.5. Antibiyotikli LB tabaklarinin hazirlanmasi

1 L’lik LB ortamma 15 g agar eklendi ve otoklav edildi. Alict olan Flexi® Vector’e
uygun olarak, son konsantrasyonu 100 ug/ml olan ampisilin veya son konsantrasyonu
50 pg/ml kanamisin eklemeden 6nce ortamin sicakligi 50°C olacak sekilde ayarlandi. 85
mm’lik petri kaplarina 30-35 ml’lik ortam eklendi. Agar sertlesinceye kadar beklendi ve

daha sonra kullanilmak iizere oda sicakliginda bir hafta veya 4°C’de bir ay saklandi.


http://www.promega.com/catalog/catalogredirect.asp?partno=V3951
http://www.promega.com/catalog/catalogredirect.asp?partno=V3951
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3.5.6. 2 M Mg*? stok ¢ozeltisinin hazirlanmas:

20,33 g MgCl; .6H,0, 24,65 g MgSO, .7H,0 ve destile edilmis su 100 ml’lik kaba

koyuldu. Daha sonra siiziild, sterilize edildi ve +4°C’de saklandi.

3.5.7. SOC ortaminin (100 ml) hazirlanmasi

2 g tripton, 0,5 g maya ekstrakti, 1 ml 1 M NaCl, 0,25 ml 1 M KCI, 1 ml sterilize
edilmis 2 M Mg*? stok, sterilize edilmis 1 ml 2 M glukoz kullanildi. Destile edilmis
suyun 97 ml’sine tripton, maya ekstrakt, NaCl ve KCIl eklendi, dagilmasi igin
karistir1ldi, otoklav edildi ve oda sicakliginda sogutuldu. Son konsantrasyonu 20 mM
olacak sekilde 2 M Mg*? stok ve 2 M glukozun her ikisi de eklendi. Sterilize ve destile
edilmis su ile son hacmi 100 ml yapildi. Sonucta pH=7,0 olacak sekilde hazirlandi.

3.5.8. X-GAL’in (2 ml) hazirlanmasi
100 mg 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid, 2 ml N,N’-dimetil-formamid
icinde karistirildi ve ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra karisim aliiminyum folyo ile

kapland1 ve -20°C’de saklandi. Alternatif olarak 50 mg/ml X-GAL (Cat.# V3941)
kullanildi.

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri ve Hazirlanmalari

3.6.1. IxXTBE tamponunun (Tris-Borik Asit-EDTA tamponu) hazirlanmasi

89 mM Tris, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA (pH=8,0) olacak sekilde dH,O

kullanilarak 1 litre tampon hazirlandi.


http://www.promega.com/catalog/catalogredirect.asp?partno=V3941
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3.6.2. IXTAE tamponunun (Tris-Asetat-EDTA tamponu) hazirlanmasi

40 mM Tris, 5 mM sodyum asetat, 1 mM EDTA (pH=8,0) olacak sekilde dH,O

kullanilarak 1 litre tampon hazirlandi.

3.6.3. %1’lik agaroz jelinin hazirlanmasi

0,4 gram agaroz tartildi tizerine 40 ml 1xTBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu/40 ml
IXTAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu ilave edildi ve bdylece yaklasik %]1°lik agaroz
¢ozeltisi elde edilmis oldu. Daha sonra 10 dakika mikrodalga firin igerisinde 1sitilmaya
birakildi. Coziindiikten sonra birka¢ dakika oda sicakliginda sogutuldu ve tizerine 0,73
ul etidyum bromiir ilave edildi. Elektroforez tankina kabarcik olusturmayacak sekilde
bosaltild1 ve tarak dikkatlice yerlestirildi. Ceker ocakta katilasincaya kadar birakildi ve
tarak cikarildi. Analiz edilecek numune, izlemeyi kolaylastirmasi agisindan boya ile

karistirilarak kuyulara ytiklendi.

3.7. Afinite Kolonunda, SDS-PAGE’de ve Kinetik Calismalarda Kullanilan

Cozeltiler ve Hazirlanmalar

3.7.1. 50 mM Tris-SO4, pH=7,5-9,0 arahginda (Optimum pH c¢alismas1 icin

kullanilan tampon cozelti)

0,6055 g (0,005 mol) Tris 80 ml saf su igerisinde ¢oziilerek 1 M H,SQ, ile istenen

pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.7.2. 50 mM potasyum fosfat, pH= 5,0-7,5 arahiginda (Optimum pH ¢alismasi icin

kullanilan tampon cozelti)

0,68 g (0,005 mol) potasyum fosfat 80 ml saf su igerisinde ¢6ziilerek 1 M HCI ile

istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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3.7.3. 100 mM Tris-SO4, pH=7,5-9,0 arahiginda (Stabil pH calismasi i¢in kullamlan

tampon ¢ozelti)

1,211 g (0,01 mol) Tris 80 ml saf su igerisinde ¢oziilerek 1 M H,SQ, ile istenen pH’ya

kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.7.4. 0,05 M Tris-SO4, pH=7,4 (Esteraz aktivitesi ol¢ciimiinde kullanilan tampon
cozelti)

6,055 g Tris 950 ml destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H,SO,4 ile pH’s1 7,4°¢

getirildikten sonra hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

3.7.5. %0,02’lik NaN; c¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi icin

kullanilan ¢ozelti)

20 mg NaNj3 alinarak hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3.7.6. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu

0,65 ml 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 1 ml %10’luk SDS, 1 ml %100°’lik gliserin, 1 ml
%0,1’lik brom timol mavisi karigtirilarak, son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlandi. Bu
tamponu kullanmadan hemen once, 1 ml numune tamponu i¢in 950 pl numune

tamponuna 50 ul B- merkaptoetanol ilave edildi.

3.7.7. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu

3 g Tris ve 14,2 g glisin 100 ml suda ¢6ziildii ve daha sonra bunun iizerine 10 ml

%10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
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3.7.8. Sabitlestirme cozeltisi (elektroforez jelindeki proteinlerin sabitlestirilmesi

icin kullanilan ¢ozelti)

%350 izopropanol, %10 TCA, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar1 hazirlandu.

3.7.9. Boyama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin boyanmasi icin kullanilan ¢ozelti)

0,1 g Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su

olacak sekilde yeteri kadar hazirland1.

3.7.10. Yikama ¢ozeltisi (elektroforez jelinin yrtkanmasi i¢in kullanilan ¢ozelti)

%350 metanol, %10 asetik asit ve %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.

3.7.11. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde

kullanilan ¢o6zelti)

100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢6ziildii, bu ¢ozeltiye
%95’lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi, saf su ile 1 litreye

tamamlanarak hazirlandi.

3.7.12. 1 M Tris-HCI pH=8,8 tampon ¢ozeltisi

12,1 g Tris 90 ml suda ¢ozilip 1 M HCI ile istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha

sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.
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3.7.13. 1 M Tris-HCI pH=6,8 tampon ¢ozeltisi

2,42 g Tris 5 ml suda ¢oziilecek 1 M HCI ile istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha

sonra saf su ile 20 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.7.14. %30’luk Akrilamid-%00,8 bisakrilamid ¢ozeltisi

6 g akrilamid, 0,16 g bisakrilamid alinip 13,84 ml suda ¢6ziilerek hazirlandi.

3.7.15. %10’luk SDS cozeltisi

0,5 g SDS alinip 4,5 ml suda ¢oziilerek hazirlandi.

3.7.16. Standart serum albumin (BSA) c¢ozeltisi (1 mg/ml; protein tayini icin

kullanilan ¢ozelti)

25 mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢oziilmesiyle hazirlandi.

3.7.17. Diyaliz cozeltisi PBS, pH=7,4

16,38 g (140 mM) NaCl, 0,4 g (2,7 mM) KCI, 2,84 g (10 mM) Na,HPO,, 0,49 g (1,8

mM) KH,PO, alinarak 1,950 L saf suda ¢6ziildii. pH=7,4’¢ ayarlandi ve son hacim saf

suile 2 L’ye tamamlandi.

3.7.18. Ayirma jelinin hazirlanmasi

5ml 1 M Tris-HCI pH=8,8, 4,4 ml %30’luk akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml
%0,1’lik SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N, N’ N’-Tetrametil etilen diamin) ve 3,13
ml saf su karistirildi. Bu karigimin iizerine en son olarak 0,27 ml %5’lik PER

[amonyum persiilfat, (NH,4),S,0s] eklendi.
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3.7.19. Yigma jelinin hazirlanmasi

0,41 ml 1 M Tris-HCI pH=6,8, 0,44 ml %30’luk Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml
%0,1’lik SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2, 45 ml saf su karigtirildi. Bu karisimin
tizerine en son olarak 0,07 ml %5’°lik PER eklendi.

3.8. Protein Tayini

3.8.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metod
yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicist yardimiyla esit hacimde
alman biitiin fraksiyonlarda Kkalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvarz

kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi okundu.

3.8.2. Bradford yontemi ile kantitafif protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim ¢6zeltisinin ve homojenatin protein
miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford

1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir alblimin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alindi.
Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamland1 ve 5 ml renklendirme reaktifi
tiplere ilave edilip vorteks ile karigtirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik

kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5
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ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanild1 ve absorbans degerlerine karsilik
gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Protein tayini yapilacak

numuneler i¢in ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini yapilda.

3.9. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

Esteraz aktivitesi tayini: Kinetik ¢alismalarda karbonik anhidraz aktivitesi 6lgiimleri
bu yontemle yapildi. Bu yontem karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi
esasina dayanmaktadir. Prensip olarak karbonik anhidraz substrat olarak kullanilan p-
nitrofenil asetat1 p-nitrofenole hidroliz etmekte ve bu da 348 nm’de absorbsiyon
vermektedir (¢ 3ss= 5x10° M™ cm™) (Verpoorte et al. 1967). Reaksiyon mekanizmasi

asagida verildigi gibidir.

0
T CA
OZN@O-C-CH3 +HO ——= OZN@OH + CH,COOH

p-Nitrofenil asetat p-Nitrofenol

Sekil 3.4. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiim mekanizmasi

1 ml’lik kuvarz kiivetler kullanilarak Olciilen aktivite tayini islemleri i¢in kullanilan

cozeltiler ve miktarlar1 kullanim sirasina gore Cizelge 3.2°de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.2. Karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesi Ol¢limii icin kullanilan
¢oOzeltiler ve miktarlar1

Kontrol Tiipii Numune
Cozeltiler L
(b Tipii (ul)
1 M Tris-SO,4 tamponu (pH=9,0) 500 500
p-Nitrofenilasetat 333 333
Saf su 167 157
Enzim ¢ozeltisi - 10
Toplam hacim 1000 1000

Tablodaki reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her 1 dakikada bir absorbans miktari
okundu ve 3 dakika sonundaki 25°C’de 348 nm’de absorbansi kore karsi okunarak
absorbans farki alindi. Yapilan deneylerde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi
giinlik hazirland1 27 mg p-nitrofenil asetat tartilarak 1 ml aseton iginde ¢oziildi ve
hizlica karigtirilan 49 ml destile suya yavas yavas ilave edilerek hazirlandi. Bu ¢ozelti 3
mM’lik olup, daha derisigini hazirlamak, esterin smirli ¢oziiniirliigli dolayisiyla
miimkiin degildir. Aseton, diger organik ¢oziiciilere nispeten hidroliz reaksiyonunu en
az inhibe eden ¢oziicii oldugu icin segildi (Verpoorte and Mehta 1967). Kinetik

caligsmalar esnasindaki aktivite 6l¢limleri enzimin esteraz aktivitesi ile gergeklestirildi.

3.10. Klonlanmis hCA IX Izoenzimi i¢cin Optimum pH Bulunmasma Yénelik

Calhismalar

hCA 1X izoenzimi i¢in optimum pH’s1 7,5-9,0 araliginda 50 mM Tris-SO4 ve pH’s1 5,0-
7,5 araliginda 50 mM potasyum fosfat tampon c¢ozeltileri kullanilarak enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4)
(Sekil 4.21, Sekil 4.22).
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3.11. Klonlanms hCA IX Izoenzimi I¢in Optimum iyonik Siddetin Belirlenmesine

Yonelik Calismalar

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum iyonik siddeti belirlemek amaciyla
Tris-SO,4 tamponunun optimal pH’daki 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800 ve 1000 mM’lik
konsantrasyonlardaki ¢06zeltileri hazirlandi. Farkli Tris-SO4 konsantrasyonlarinda
esteraz aktivite olgiimleri yapilarak Tris-SO4 konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden
olusan grafik ¢izildi (Cizelge 4.5) (Sekil 4.23).

3.12. Klonlanmis hCA IX izoenzimi I¢in Optimum Sicakh@mn Belirlenmesine

Yonelik Calismalar

Enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla optimum pH ve uygun iyonik
siddete sahip tampon ¢ozeltisi kullanildi. 0°C ile 50°C arasinda her 5°C’lik sicaklik farki
olusturularak enzimin optimum pH’sinda spektrofotometrik olarak esteraz aktivitesi

deneyleri gergeklestirildi (Cizelge 4.6) (Sekil 4.24).

3.13. Klonlanmis hCA IX Izoenzimi ic¢in Stabil pH Bulunmasma Yénelik

Cahismalar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tesbit etmek igin, pH’s1 7,5-9,0 araliginda 100 mM Tris-
SO, tampon ¢ozeltileri kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 1 ml’si ile
1 ml enzim ¢ozeltisi karigtirilarak +4°C’de muhafaza edildi. Birer giin arayla yapilan

aktivite 6l¢limiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi (Cizelge 4.7) (Sekil 4.25).

3.14. p-Nitrofenilasetat Substrati Icin Ky, Vimax Ve Keat Degerlerinin Bulunmasina

Yonelik Calismalar

p-Nitrofenilasetat substrati i¢in klonlanmig hCA IX enziminin Ky Ve Viax degerlerinin

belirlenmesi i¢in en az 5 farkli p-nitrofenilasetat konsantrasyonu kullanilarak optimum
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sartlarda aktivite 6l¢limii yapildi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Ky ve
Vmax degerleri hesaplandi. Daha sonra, Ky ve Vpyax degerleri hesaplanmasi igin
gerceklestirilen deneyde kullanilan enzim ¢6zeltisinde kantitatif protein tayini yapilarak

toplam enzim (Et) miktart bulundu. Enzimin turnover sayisini gosteren kca degeri;

formiiliinden faydalanilarak hesaplandi (Cizelge 4.8) (Sekil 4.26).

3.15. Klonlanmis hCA IX Izoenziminin Aktivitesi Uzerine Yapilan inhibisyon

Cahismalan

Enzimin aktivitesini inhibe eden Paklitaksel, Dosetaksel, Irinotekan HC1 ve Etoposid
antitimor ilaglar1 ile AI(NOg3)3.9.H,0, NiCl,.6.H,O kimyasal maddeleri igin sabit
substrat  konsantrasyonunda inhibitérsiiz  ortamda ve 5 farkli  inhibitor
konsantrasyonunda ICsy degerleri (enzimin aktivitesini yariya disiiren inhibitor
konsantrasyonu) % aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek belirlendi (Cizelge 4.9-4.14) (Sekil
4.27-4.32).

3.16. Klonlanmis hCA IX izoenzimi icin Inhibitor Etkisi Gosteren Antitiimor

ilaclarin K; Sabitlerinin Bulunmasi

Inhibitér ¢alismalar igin, hCA IX izoenzimini inhibe eden Paklitaksel ile Dosetaksel
antitimor ilaglar1 kullanildi. Caligmalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu
substrat stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n ¢aligsmayla belirlendi. Yine ayni sekilde her bir
substrat konsantrasyonu i¢in en uygun ii¢ farkli sabit inhibitor konsantrasyonu inhibitor

stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n ¢alismayla tespit edildi (Cizelge 4.17, Cizelge 4.18)
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Daha sonra hCA IX izoenzimi i¢in bes farkli substrat ve ii¢ farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V-1/[S] degerleri belirlenerek her bir inhibitdr i¢in ayri ayri
Lineveawer-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen bu grafiklerden K; sabitleri ve inhibisyon
tipleri tesbit edildi (Lineweaver and Burk 1934), (Sekil 4.33- Sekil 4.34) (Cizelge 4.19).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. internet Ortamindan hCA IX Gen Bolgesinin ve Protein Kodlama Bélgesinin

Belirlenmesi

« Internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) insan CA 1X

genine ait gen bolgesi (1561 niikleotid) belirlendi.
» Elde edilen gene ait protein kodlama bolgesi (1377 niikleotid) tespit edildi.
* Primerler protein kodlama bdolgesinin basindan ve sonundan tiim geni amplifiye

edecek sekilde secildi.

NM_001216 Homo sapiens carbonic anhydrase IX (CA9), mRNA

1 gcccgtacac accgtgtgct gggacacccc acagtcagcc gc

t agaggctgga tcttggagaa
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1441 tgtgagaagc cagccagagg catctgaggg ggagccggta actgtcctgt cctgctcatt
1501 atgccacttc cttttaactg ccaagaaatt ttttaaaata aatatttata ataaaaaaaa

1561 a

4.2. hCA IX EnzimininTranslasyon Olan Aminoasitleri

“MAPLCPSPWLPLLIPAPAPGLTVQLLLSLLLLVPVHPQRLPRMQEDSPLGGGSS

GEDDPLGEEDLPSEEDSPREEDPPGEEDLPGEEDLPGEEDLPEVKPKSEEEGSLK

LEDLPTVEAPGDPQEPQNNAHRDKEGDDQSHWRYGGDPPWPRVSPACAGRFQ

SPVDIRPQLAAFCPALRPLELLGFQLPPLPELRLRNNGHSVQLTLPPGLEMALGP

GREYRALQLHLHWGAAGRPGSEHTVEGHRFPAEIHVVHLSTAFARVDEALGRP
GGLAVLAAFLEEGPEENSAYEQLLSRLEEIAEEGSETQVPGLDISALLPSDFSRYF
QYEGSLTTPPCAQGVIWTVFENQTVMLSAKQLHTLSDTLWGPGDSRLQLNFRAT
QPLNGRVIEASFPAGVDSSPRAAEPVQLNSCLAAGDILALVFGLLFAVTSVAFLV
QMRRQHRRGTKGGVSYRPAEVAETGA”

4.3. hCA IX Genine Ait Primerlerin Belirlenmesi

Primerler protein kodlama bdlgesinin basindan ve sonundan tiim geni amplifiye edecek
sekilde se¢ildi. Tasarlanan primerlerin sa¢ tokasi yapist olusturmamasina, Tm
sicakliklarinin  birbirine yakin olmasina ve niikleotidlerin dagiliminin miimkiin
oldugunca esit olmasina dikkat edildi. Ayrica tasarlanan primerler databanklarda
bulunan DNA sekanslari ile blastlanarak insan CA 1X geni ile en yiiksek benzerligi

gosterdigi tespit edildi.

* fpsan CA IX geni icin kullamlan 19 Bazlik Forward Primer :

5'-ATG GCT CCCCTG TGC CCC A-3

* fnsan CA IX geni icin kullamilan 19 Bazlik Reverse Primer :

5'-GGC TCC AGT CTC GGC TAC C-3'
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4.4, Insan Pankreas mRNA’s1 Kullanilarak insan Pankreas cDNA Kiitiiphanesinin

Olusturulmasi

Insan pankreas mRNA’s1 Clontech firmasindan ticari olarak temin edildi ve sonra
Boliim 3.3.2°de anlatildig1 gibi revers transkripsiyon yontemiyle insan pankreas cDNA

kiitiiphanesi olusturuldu.

4.5. cDNA Kiitiiphanesinden hCA X Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Gene spesifik primerlerin baglanma sicakligi bilinmedigi igin 58°C ile 63°C arasi

gradientli PCR yapildi. Primerlerin baglanma sicakligi 63°C olarak belirlendi.

Sekil 4.1. Agaroz jel elektroforezi fotografi 1 nolu kuyu standart DNA (1500 bg).
2,3,4,5 nolu kuyular hCA IX geni.

4.6. PCR Uriiniiniin pGEM-T Easy Vektoriine A-T Klonlanmasi ve E.coli (JM109)

Hiicresine Aktarimi

hCA IX’un PCR iiriinli, pPGEM-T Easy vektoriine A-T klonlama yapildi. Is1 soku ile
E.coli (JM109) hiicresine aktarildi. Bakteriler IPTG, X-GAL ve ampisilin bulunan kati
besi yerine ekildi. Petri 15 dakika oda sicakliginda bekledikten sonra etiive konarak
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37°C’de bir gece bliylimeye birakildi.16 saatlik inkiibasyonun ardindan mavi ve beyaz
koloniler gozlendi. Rekombinant olan beyaz koloniler asetatli kalemle isaretlenip

numaralandirildi.

Sekil 4.2. LB-Agar fotografi E.coli (JM 109) bakteri kolonileri. Mavi JM109 bakteri
kolonileri klonlama (-), beyaz JM109 bakteri kolonileri klonlama (+)

Numaralandirilmis kolonilerden pipet ucu ile daha seyrek ve diizenli ekim yapildi.
Boylece gen tasiyan beyaz kolonileri se¢gmek daha kolay oldu. E.coli (JM 109)
hiicrelerindeki iiriiniin dogrulugunu tespit etmek amaciyla beyaz kolonilere degdirilen
pipet uclart PCR ¢ozeltisine birakilarak pGEM-T Easy vektoriiniin Sp6 ve T7 primerleri
ile koloni PCR yapildi. Degisik uzunluklarda 3 bant gozlendi.
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Sekil 4.3. Agaroz jel elektroforezi fotografi 1 nolu kuyu standart DNA (1000 bg).
2,3,4,5,6,7,8 nolu kuyular PCR iiriinii.

hCA IX oldugu tahmin edilen 1377 b¢’lik 2 numarali koloniden tekrar sivi LB ortamina
ekim yapildi. Igerisinde s6z konusu genin klonladigi tahmin edilen vektér bulunan ve
konsantre hale getirilen sivi besi ortamindaki bakteri hiicrelerinden Plasmid Mini Prep
Kiti kullanilarak plasmid izole edildi. Plasmid pGEM-T Easy vektoriiniin Sp6 ve T7
primerleri ile PCR yapildi. Cok belirgin istenilen yerde 1377 b¢’lik tek bant goriildii.

Sekil 4.4. Agaroz jel elektroforezi fotografi 1 nolu kuyu standart DNA (1000 bg). 2 ve 3
nolu kuyular hCA IX geni.
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4.7. pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanan Genin DNA Diziliminin Kontrol
Edilmesi

E.coli (JM 109) bakteri kolonisinden izole edilen pGEM-T Easy-hCA IX plasmidinin,
DNA dizilimi bir ticari firma tarafindan (Applied Biosystems) belirlendi. Alinan sekans

sonuglari ile klonlanan bélgenin hCA IX oldugu dogrulandi.

Sekans —-—-—-—-ATGNNGGCCGCG----GGAATTCGATTCGCTCGAGC-CNTGGCTCCCCTGTGCCCC 51

Dizilim GCCCGTACACACCGTGTGCTGGGACACCCCACAGTCAGCCGCATGGCTCCCCTGTGCCCC 60
* kK Kk kK kK * k% kK kokokokok ok ok kKKK k ok ok ok kK

Sekans ANCCCCTGGCTCCCTCTGTTGATCCCGGCCCCTGCTCCAGGCCTCACTGTGCAACTGCTG 111

Dizilim AGCCCCTGGCTCCCTCTGTTGATCCCGGCCCCTGCTCCAGGCCTCACTGTGCAACTGCTG 120
KKk ok ki ok ok ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ok Kk Kk ok ok ok ok ok K Kk ok ok ok ok ok kK kK k ok ok ok ok ok K

Sekans CTGTCACTGCTGCTTCTGGTGCCTGTCCATCCCCAGAGGTTGCCCCGGATGCAGGAGGAT 171

Dizilim CTGTCACTGCTGCTTCTGGTGCCTGTCCATCCCCAGAGGTTGCCCCGGATGCAGGAGGAT 180
KA KK hhk ok k kA KKk hhhk kAR Ak hhk ok k kA Ak kkkk kA Ak kkkkk kA Ak kkkk Kk kA Kx

Sekans TCCCCCTTGGGAGGAGGCTCTTCTGGGGAAGATGACCCACTGGGCGAGGAGGATCTGCCC 231

Dizilim TCCCCCTTGGGAGGAGGCTCTTCTGGGGAAGATGACCCACTGGGCGAGGAGGATCTGCCC 240
ok K Kk ok ok ok ok ok Kk K ok ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ok Kk ok k ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok kK ok k ok ok ok ok kK

Sekans AGTGAAGAGGATTCACCCAGAGAGGAGGATCCACCCGGAGAGGAGGATCTACCTGGGGAG 291

Dizilim AGTGAAGAGGATTCACCCAGAGAGGAGGATCCACCCGGAGAGGAGGATCTACCTGGAGAG 300
LR R R I I I I I I R I I I I e I I I I I b e I I I I I I b b b b b b b b S b 3

Sekans GAGGATCTACCTGGAGAGGAGGATCTACCTGAAGTTAAGCCTAAATCAGAAGAAGAGGGC 351

Dizilim GAGGATCTACCTGGAGAGGAGGATCTACCTGAAGTTAAGCCTAAATCAGAAGAAGAGGGC 360
Kk kkkkkkkkkkhkkkkkkk kA kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk*x

Sekans TCCCTGAAGTTAGAGGATCTACCTACTGTTGGGGCTCCTGGAGATCCTCAAGAACCCCAG 411

Dizilim TCCCTGAAGTTAGAGGATCTACCTACTGTTGAGGCTCCTGGAGATCCTCAAGAACCCCAG 420
R e I R I I e I i I I e I I i I I S b b b i I b I I I b I b b e b b e b I b b b b b S

Sekans AATAATGCCCACAGGGACAAAGAAGGGGATGACCAGAGTCATTGGCGCTATGGAGGCGAC 471

Dizilim AATAATGCCCACAGGGACAAAGAAGGGGATGACCAGAGTCATTGGCGCTATGGAGGCGAC 480
Kok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk*

Sekans CCGCCCTGGCCCCGGGTGTCCCCAGCCTGCGCGGGCCGCTTCCAGTCCCCGGTGGATATC 531

Dizilim CCGCCCTGGCCCCGGGTGTCCCCAGCCTGCGCGGGCCGCTTCCAGTCCCCGGTGGATATC 540
LR R R I I I e R I I I I e I I i i I b I I I I I I b I b b e I b b b b b b S

Sekans CGCCCCCAGCTCGCCGCCTTCTGCCCGGCCCTGCGCCCCCTGGAACTCCTGGGCTTCCAG 591

Dizilim CGCCCCCAGCTCGCCGCCTTCTGCCCGGCCCTGCGCCCCCTGGAACTCCTGGGCTTCCAG 600
Kok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk*x

Sekans CTCCCGCCGCTCCCANAACTGCGCCTGCGCAACAATGGCCACAGTGTGCAACTGACCCTG 651

Dizilim CTCCCGCCGCTCCCAGAACTGCGCCTGCGCAACAATGGCCACAGTGTGCAACTGACCCTG 660
R I I I i I I S I I e I e R I I I I I I I b i I b e b I I I b b e b b e b b b i b b 2 S

Sekans CCTCCTGGGCTAGAGATGGCTCTGGGTCCCGGGCGGGAGTACCGGGCTCTGCAGCTGCAT 711

Dizilim CCTCCTGGGCTAGAGATGGCTCTGGGTCCCGGGCGGGAGTACCGGGCTCTGCAGCTGCAT 720
Kk kkkkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk*

Sekans CTGCACTGGGGGGCTGCAGGTCGTCCGGGCTCGGNNCACACTGTGNNNGGCCACCGTTTC 771

Dizilim CTGCACTGGGGGGCTGCAGGTCGTCCGGGCTCGGAGCACACTGTGGAAGGCCACCGTTTC 780

LR R R R R R R R R I S R S i K)ok ok ok ok ok ok ok k Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok



Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim

Sekans
Dizilim
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CCTGCCGANNNCCTGACCCTGCCTCCTGGGNNAGAGANGGNNNTGGNNCCCNGGNNGGGN
CCTGCCGAGATCCTGACCCTGCCTCCTGGGTTAGAGATGGCCTTGGTTCCCTGGTTGGGN

Kk k ok ok kK k Kk R R e S R S S R S S R S S b S S R b S b b S S b S S S i

AGNNCCGGGNTNNGCAGCTGCNNNTGCANTGGGGGGNTGCAGGTNNNCCGGGCTCGGAGC
AGTTCCGGGTTAAGCAGCTGCAATTGCACTGGGGGGATGCAGGTAATCCGGGCTCGGAGC

LR R R R R R R R R I R R e R I I I I I S I i

ACACTGTGGAAGGCCACCGTTTCCCTGCCGAGATCCATGTNGTTCACNTCAGCACCGCNT
ACACTGTGGAAGGCCACCGTTTCCCTGCCGAGATCCACGTGGTTCACCTCAGCACCGCCT

KAk kA A A A I AKX A A A AAAA A A A AR I AAA A XA FA A AR I A, *kk *Ahkkkhk k *rhkkhkdkhArkkkhk % *

TTGCCAGAANNN-CGAGGCCTNNGGGCGCCCGGNAGGCCTNNCCGTGTTGGCCGCCTTTC
TTGCCAGAGTTGACGAGGCCTTGGGGCGCCCGGGAGGCCTGGCCGTGTTGGCCGCCTTTC

Kk ok ok kkkkKk Kk k ok ok ok ok kK *khkk Ak Ak hkkkkk kkkkKkk khkk Ak kk kA hhkkkkhkk*x

NGGAGGAGGGCCCGGAAGAAAACAGTGCCTATGAGCAGTCGCTGTCTCGCTTGGAAGAAA
TGGAGGAGGGCCCGGAAGAAAACAGTGCCTATGAGCAGTTGCTGTCTCGCTTGGAAGAAA

LR R e e R I S S b S S b S S R b S S b S SR b S S S i b S b b b S S i S

TCGCTGAGGAAGGNTCAGAGACTCAGGTCCCAGGACTGGACATATCTGCGCTCCTGCCCT
TCGCTGAGGAAGGCTCAGAGACTCAGGTCCCAGGACTGGACATATCTGCACTCCTGCCCT

LR e i R S R R R R R I R R e R R I S I I S S S R

CTGACTTCAGCCGCTACTTCCAATATGAGGGGTCTCTGACTACACCGCCCTGTGCCCAGG
CTGACTTCAGCCGCTACTTCCAATATGAGGGGTCTCTGACTACACCGCCCTGTGCCCAGG

R S i S R R R e I R S R R e e S S A R S S R S b b b S S i

GTGTCATCTGGACTGTGTTTAACCANNNCAGTGATGCTGAGTGCTAAGCAGCTCCACACC
GTGTCATCTGGACTGTGTTTAACCAGAC-AGTGATGCTGAGTGCTAAGCAGCTCCACACC

R I i i i b b b i I b e b S b i b o LR R i I e i I I I i b e I I I b I b b b i b

CTCTCTGACACCCTGTGGGGACCTGGTGACTCTCGGCTACAGCTGAACTTCCGAGCGACG
CTCTCTGACACCCTGTGGGGACCTGGTGACTCTCGGCTACAGCTGAACTTCCGAGCGACG

KA AR A AR A A AR A A AR A A AR A A A A A A A A A A A KR AAA KNI AR AR A AR A AR AR AR A AR A XA KK

CAGCCTTTGAATGGGCGAGTGATTGAGGCCTCCTTCCCTGCTGGAGTGGACAGCAGTCCT
CAGCCTTTGAATGGGCGAGTGATTGAGGCCTCCTTCCCTGCTGGAGTGGACAGCAGTCCT

R R I i i I I I I I I I I I I I e I I I i I I e I I I I I I I I S I b i S b b

CGGGCTGCTGAGCCAGTCCAGCTGAATTCCTGCCTGGCTGCTGGNNACATCCTAGCCCTG
CGGGCTGCTGAGCCAGTCCAGCTGAATTCCTGCCTGGCTGCTGGTGACATCCTAGCCCTG

KKK KRKAAKA KA A KA AR KNI AAA AR A AR A AR I AR AR I AR AR XA AR A X kK R R Sk b i S

GTTTTTGGCCTCCTTTTTGCTGTCACCAGCGTCGCGTTCCTAGTGCAGATGAGAGGGCAG
GTTTTTGGCCTCCTTTTTGCTGTCACCAGCGTCGCGTTCCTTGTGCAGATGAGAAGGCAG

R R I i i I I I I I I I e I I S I b I I S I b b b b b S b b b IR b b b i o S I

CACAGAAGGGGAACCAAAGGGGGTGTGAGCTNCCGCCCAGCAGAGGNNGCCGAGACNGGA
CACAGAAGGGGAACCAAAGGGGGTGTGAGCTACCGCCCAGCAGAGGTAGCCGAGACTGGA

KAKKKAKAKAKAAAKAKXAA KK AXAAKRAAAA AR I AR AKX A A XXXk A A ARk A kK kKhkKAkkkkk Kk Kk*k

GCCTAGAGGCTGGATCTTGGAGAATGTGAGAAGCCAGCCAGAGGCATCTGAGGGGGAGCC

* x

Sekil 4.5. Otomatik dizi analizi sonuglarinin hCA 1X geni ile karsilastirilmasi
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4.8. PCR Uriiniiniin Ekspresyon Vektoriine (petSUMO) Klonlanmasi, E.coli

(TOP10) Hiicresine Aktarimi, Uretimi ve Plasmidin Saflastirilmasi

Klonlama yapilmis plasmid (pGEM-T Easy/hCA 1X) 1/100 oraninda sulandirilip kalip
DNA olarak kullanilarak 53°C ile 63°C arasi hCA IX’un spesifik primerleri ile
gradientli PCR yapildi. PCR {iriinii %1°lik agaroz jelde goriintiilendi.

Sekil 4.6. Agaroz jel elektroforezi fotografi 8 nolu kuyu standart DNA (1500 bg), diger
kuyular hCA IX geni.

3 ul PCR iirling, 2 pl petSUMO ekspresyon vektorii,1 pl tampon, 1 pl SUMO ligaz, 3
ul destile su = Toplam hacim 10 pl olacak sekilde +4°C’de bir gece ligasyon yapildi. 50
ul E.coli (TOP10) bakteri hiicresine 42°C’de 30 sn olacak sekilde 1s1 soku uygulanarak
transformasyon yapildi. Bakteriler kanamisin bulunan kati besi yerine ekildi. Petri 15
dakika oda sicakliginda bekledikten sonra etiive konarak 37°C’de bir gece biiylimeye

birakildi. 16 saatlik inkiibasyonun ardindan LB-Agar iizerinde beyaz koloniler gozlendi.
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Sekil 4.7. LB-Agar fotografi. E.coli (TOP10) bakteri kolonileri

Bu koloniler ile hem petSUMO Forward ve hCA X Revers primerleri ile hem de
petSUMO Revers ve hCA IX Forward primerleri ile 60°C’de 6n denatiirasyon 10 dk
olacak sekilde koloni PCR yapildi. 8. ve 11. kolonilerde iki tiirlii de (¢apraz primerler
kullanilarak) bant goriildii.
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Sekil 4.8. Agaroz jel elektroforezi fotografi 1 nolu kuyu standart DNA (10 kb), bant
goriilen kuyular ¢apraz primerlerle dogrulanmis hCA X geni

8. koloniden pipet ucu ile iginde kanamisin bulunan sivi LB besi yerine ekim yapildi. 16
saat sonra plasmid saflagtirma kiti ile plasmid saflastirildi. Elektroforez yapildi ve

plasmidin bandi %1°lik agaroz jelde goriintiilendi.
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Sekil 4.9. Agaroz jel elektroforezi fotografi 1 nolu kuyu standart DNA (10 kb), 2. ve 3.
kuyular petSUMO-hCA IX plasmidi

(1/100) Plasmid, kalip DNA olarak kullanilarak hem petSUMO’nun hem de hCA IX’un
kendi primerleri ile 53°C ile 63°C arasi gradientli PCR yapildi. Elektroforezinde her iki

primer i¢inde bantlar goriildii.

Ust Sira M-53°C-63°C
(petSUMO Primerleri)

Alt Sira M-53°C-63°C
(hCA IX Primerleri)

Sekil 4.10. Agaroz jel elektroforezi fotografi 1 nolu kuyular standart DNA (1500 bg),
diger kuyular hCA 1X geni
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Yine saflastirilan plasmidden (petSUMO/hCA 1X);

1) hCA IX’un Forward ve Revers primerleri ile,
2) petSUMO Revers ve hCA IX Forward primerleri ile,

60°C’de 6n denatiirasyon 10 dk olacak sekilde PCR yapildi. PCR sonuglart %1°lik
agaroz jelde yiiriitiildi.

Sekil 4.11. Agaroz jel elektroforezi fotografi 1 nolu kuyu standart DNA (10 kb), 2,3
nolu kuyular ¢apraz primerlerle dogrulanmis hCA IX geni

4.9. Ekspresyon Vektoriine Klonlanmis Olarak Saflastirnlan petSUMO-hCA IX
Plasmidinin, E.coli (BL21DE3) Hiicresine Aktarimi

PCR sonucu klonlamanin dogrulugundan emin olunduktan sonra saflagtirilan
plasmidden 10 pl kullanilarak 50 ul E.coli (BL21DE3) bakterisine 42°C’de 30 sn
olacak sekilde 1s1 soku uygulandi, klonlanmis plasmidin E.coli (BL21DE3) bakterisine
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transformasyonu sagland1 ve kanamisin bulunan LB-Agar petrisine yayildi. 37°C’de 16

saatlik inkiibasyonun ardindan petri iistiinde koloniler olustu.

Sekil 4.12. LB-Agar fotografi. E.coli (BL21DE3) bakteri kolonileri

Bu kolonilerin herbirinden;

1) hCA IX’un Forward ve Revers primerleri ile, (pozitif)

2) petSUMO’nun Forward ve Revers primerleri ile, (pozitif)

3) petSUMO Forward ve hCA X Revers primerleri ile, (pozitif)
4) petSUMO Revers ve hCA IX Forward primerleri ile, (pozitif)

60°C’de 6n denatiirasyon 10 dk olacak sekilde PCR yapildi. Sonuglar %1°lik agaroz
jelde dogrulandi. 3 koloninin de yukarida gosterildigi gibi primerlerle yapilan tiim PCR

islemlerinde istenilen yerde pozitif sonug gorildi.
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1) CA IX’un Forward ve Revers
primerleri ile, (pozitif)

2) Sumo’nun Forward ve Revers
primerleri ile, (pozitif)

3) Sumo Forward ve CA IX Revers
primerleri ile, (pozitif)

4) Sumo Revers ve CA IX Forward
primerleri ile, (pozitif)

Sekil 4.13. Agaroz jel elektroforezi fotografi 1,2,3 ve 4 nolu kuyular hCA IX geni, 5
nolu kuyular standart DNA (10 kb)

4.10. IPTG Kullamlarak Istenilen Genin Ekspresyonunun Saglanmasi

Icerisinde petSUMO-hCA 1X plasmidini tastyan E.coli (BL21DE3) bakteri hiicreleri
icinde 16 pl kanamisin bulunan 16 ml’lik LB besi yerine ekildi. LB 37°C’de 130
rpm’de bir gece bekletildi, boylece taze kiiltiir elde edildi. 1 gece sonra bu kiiltiirden
2’ser ml alinarak iginde 200 pl kanamisin bulunan 200 ml’lik 4 ayr1 sivi besi yerine
tekrar ekim yapildi. 3,5 saat sonra ODggo = 0,884 olarak olgiildii. 3,5 saatten sonra 1 mM
IPTG’den 160°sar pl alinarak bakterilerin bulundugu besi yerlerinin iigiine eklendi ve 3,
5 ve 7 saat 20°C’de 270 rpm’de calisildi. 3, 5 ve 7 saatin sonunda bakteriler 15 ml’lik
falkon tiiplere alindi ve 6.000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij yapildi. Siipernatant
atildi. 50 mM Tris-HCI (pH=7,6) tamponundan 1 ml kullanilarak peletler vortekslendi,
yikandi. Tekrar 6.000 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij yapildi. Siipernatant atildi.

Peletler daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.
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Peletler 2 defa sivi azottan gecirilerek havan yardimi ile pargalandi. Hiicre
homojenatlar1 12 ml Lizis tamponu kullanilarak ependorf tiiplerine alindi. Tupler
12.000 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij yapildi. Siipernatant alind1 ve peletler atildi.
Siipernatant SDS-PAGE’de goriintiilendi (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. SDS- PAGE fotografi 1 nolu kuyu Standart proteinler (170 kDa, 130 kDa, 100 kDa,
70 kDa, 55 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15 kDa). 2,3,4,5 ve 6 nolu kuyular hiicre lizati.

1 mM IPTG ile 5 saat indiiklenen E.coli (BL21DE3) bakteri hiicre homojenati Ni-regine
kolonuna yiiklendi. Saflastirma iglemlerinde baglanma tamponuna imidazol koyulmadi.
Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi. 20 ependorf tiipii
kadar eliisyon alind1. Ilk 11 tiipiin 280 nm’de absorbanslarina bakildi. Eliisyon sonucu
absorbansi yiiksek ¢ikan eliiatlar icin SDS-PAGE yapildi ve tek bant goriildi (Sekil
4.15).
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Sekil 4.15. SDS- PAGE fotografi 1 nolu kuyular standart proteinler (170 kDa, 130 kDa, 100
kDa, 70 kDa, 55 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15 kDa). Diger kuyular SUMO-hCA IX flizyon
proteini.

1 mM IPTG ile 7 saat indiiklenen E.coli (BL21DE3) bakteri hiicre homojenati Ni-regine
kolonuna yiiklendi. Saflagtirma islemlerinde baglanma tamponuna Yyine imidazol
koyulmadi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20 ml/saat’e ayarlandi. 15
ependorf tiipii kadar eliisyon alindi. Ik 9 tiipiin 280 nm’de absorbanslarma bakildi.
Ellisyon sonucu absorbansi yiiksek ¢ikan eliatlar i¢in SDS-PAGE yapildi ve tek bant
goriildii (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. SDS- PAGE fotografi. 1 nolu kuyu standart proteinler (170 kDa, 130 kDa, 100 kDa,

70 kDa, 55 kDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15 kDa). 4,5 nolu kuyular SUMO-hCA IX fiizyon
proteini.

Cizelge 4.1. SUMO-hCA IX fiizyon proteinin ve saf hCA IX enziminin Ni regine
afinite kolonu ile saflastirilma sonuglari

Protein . ..
ST Aktivite | miktar: Toplam | Toplam | Toplam | Spesifik | Yiizde

hacim | aktivite | protein | aktivite | verim e
Basamaklari (EU/mI) | (mg/ml) (ml) (EV) (mg) (EUmg) | (%) katsayisi

Homojenat 5067 0,356 12 60804 | 4,272 14233 100 1

Ni-NTA
afinite
kromatografisi

sonrasi 8042 0,184 7 56294 | 1,288 | 43707 | 92,58 3,07
SUMO - hCA
IX

Ni-NTA
afinite
kromatografisi | 15567 | (45 4 52268 | 0,180 | 290378 | 85,96 20,4

sonrasi

hCA IX
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4.11. Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Bu amagla 6nce standart grafik hazirlandi. Elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki
protein tayinleri Bradford yontemiyle yapildiktan sonra bu standart grafikten

faydalanilarak protein miktarlar1 hesapland: (Sekil 4.17).

1,2 -

Absorbans
1 1 (595 nm)

y =0,0098x
R?=0,9941

BSA (ug)

0 20 40 60 80 100 120

Sekil 4.17. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayinin i¢in kullanilan standart
grafik

4.12. SUMO/hCA IX Fiizyon Proteinin SUMO Proteazla Kesimi

Enzim havuzunun protein miktar1 Bradford metoduyla hazirlanan standart grafik
kullanilarak belirlendi ve kesim islemi SUMO proteazla kendi prosediiriine gore 1, 2, 4
ve 6 saat yapildi. Boylece SUMO-hCA IX flizyon proteinin birbirinden ayrilmasi
saglandi. Kesim sonrasi olusan karisim Ni recine kolonuna yiiklendi. Saflastirma
prosediirii uygulandi ve safsizlik olarak bekledigimiz hCA IX i¢in 280 nm’de
absorbanslara bakildi. 280 nm’deki absorbanslar1 yiiksek ¢ikan ependorflardaki
enzimlerle SDS-PAGE yapildi (Sekil 4.18).
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: e
4 3 1

Sekil 4.18. SDS- PAGE fotografi 1 nolu kuyu standart proteinler (250 kDa, 150 kDa,
100 kDa, 70 kDa, 50 kDa). 3,4 nolu kuyular hCA 1X.

Ni recine afinite kromatografisinden saf olarak elde edilen hCA izoenzimi ve standart
proteinler i¢in, B6lim 3.4.2.’de anlatildig1 sekilde elektroforez islemi gergeklestirildi.
Daha sonra elde edilen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi ve saflastirilan enzimlerin
molekiil kiitleleri log Mk-Rs grafikleri ¢izilerek bu grafiklerden hesaplandi (Cizelge 4.2)
(Sekil 4.19, Sekil 4.20).

24 -
° y=-1,7956x+2,4456
22 10 o R2=0,9529
2 4
X 18
p=
8 1,6
14 -
12 -
1 T T T T 1
0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 0,65
Ry

Sekil 4.19. Saflastiritlan SUMO-hCA IX fiizyonu i¢in log M/R¢ grafigi
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55 7
54 A [
53 1
5,2 A
51 A

y=-0,9584x+5,5138
R?=0,9567

log Mg

4,9 -
48 -
4,7 -
46 - - - - -

Sekil 4.20. Saflastirilan hCA IX enzimi i¢in log Mk/R¢ grafigi

Cizelge 4.2. SUMO-hCA IX fiizyon proteini ile hCA IX izoenzimi i¢in SDS-PAGE ile
molekiil kiitleleri tayini sonuglari

Enzim Molekiil Kiitlesi (kDa)
SUMO-hCA IX

85,11
fiizyon proteini

hCA X izoenzimi 50,47

4.13. Klonlanmis hCA IX Izoenzimi i¢cin Optimum pH Bulunmasma Yénelik

Sonuclar

4.13.1. Tris-SO,4 tamponu i¢in optimum pH ¢alismasi

hCA IX izoenziminin optimum pH’s1 7,5-9,0 araliginda 50 mM Tris-SO4 ve pH’s1 5,0-
7,5 araliginda 50 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4)
(Sekil 4.21, Sekil 4.22). Yapilan ¢alismalar sonucu hCA IX izoenzimi igin en uygun
optimum pH’nin 50 mM Tris-SO, pH=9,0 tamponu oldugu tespit edildi. pH=9,0’un
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iistlinde yapilacak olan Olgiimlerde elde edilen sonuglarin giivenirliligi azalacagi igin

deney yapilmadi.

Cizelge 4.3. 50 mM Tris-SO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak hCA X izoenziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite (EU/ml)
7,0 0,147
7,5 0,240
8,0 0,380
8,5 0,787
9,0 1,007
12
7~ 1 |
E 03
-
= 06 -
2
5 04
kv’
< 021
O T T T T T
6,5 7 75 8 8,5 9
pH

Sekil 4.21. 50 mM Tris-SO4 Tampon ¢ozeltileri kullanilarak hCA IX izoenzimi i¢in
yapilan optimum pH-aktivite grafigi
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4.13.2. KH,PO,4 tamponu i¢in optimum pH calismasi

Cizelge 4.4. 50 mM KH,PO, tampon ¢dozeltisi kullanilarak hCA X izoenziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite (EU/ml)
5,0 0,040
5,5 0,040
6,0 0,047
6,5 0,153
7,0 0,193
0,25 ~
0,2 -
E
S 015 1
8
2 01
Z
ke’
< 0,05 4
O T T T T 1
5 55 6 6,5 7 75
pH

Sekil 4.22. 50 mM KH,PO, tampon ¢ozeltileri kullanilarak hCA X izoenzimi igin
yapilan optimum pH-aktivite grafigi
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4.14. Klonlanms hCA IX Izoenzimi I¢in Optimum iyonik Siddetin Belirlenmesine

Yonelik Sonuclar

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum iyonik siddeti belirlemek amaciyla
Tris-SO,4 tamponunun optimal pH’daki 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800 ve 1000 mM’lik
konsantrasyonlardaki ¢o6zeltileri hazirlandi. Farkli Tris-SO, konsantrasyonlarinda
esteraz aktivite Olciimleri yapilarak Tris-SO4 konsantrasyonuna karsi aktivite
degerlerinden olusan grafik ¢izildi (Cizelge 4.5) (Sekil 4.23). Yapilan ¢alismalar sonucu
hCA X izoenzimi igin en uygun optimum iyonik siddetin 100 mM Tris-SO, pH=9,0

tamponu oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.5. hCA IX izoenziminin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in Tris-SO4
tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Tris-SO4 10 25 50 100 200 400 800 1000
derisimi (mM)
Aktivite 0,940 ( 1,093 | 1,313 | 1,407 | 1,307 | 1,233 | 0,800 | 0,767
(EU/ml)

1,49
1,29
1,09
0,89
0,69 A

0,49

Aktivite (EU/ml)

0,29 T

0,09 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

[Tris-SO,] mM

Sekil 4.23. Tris-SO4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak hCA X izoenziminin optimum
tyonik siddeti i¢in degisim grafigi
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4.15. Klonlanmis hCA IX izoenzimi I¢in Optimum Sicakh@m Belirlenmesine

Yonelik Sonuclar

Enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla optimum pH ve uygun iyonik
siddete sahip tampon ¢dzeltisi kullanildi. 0°C ile 50°C arasinda her 5°C’lik sicaklik farki
olusturularak enzimin optimum pH’sinda spektrofotometrik olarak esteraz aktivitesi
deneyleri gerceklestirildi (Cizelge 4.6) (Sekil 4.24). Yapilan ¢alismalar sonucu hCA X

izoenzimi igin en uygun optimum sicakligin 45°C oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.6. hCA [IX izoenziminin optimum sicakligi icin sicaklik-aktivite Gl¢iim
sonuglari

Sicakhik(°C) 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Aktivite(EV) | 0,553 | 0,627 | 0,660 | 0,680 | 0,713 | 0,76 | 0,767 | 0,880 | 0,947 | 1,127 | 0,787

1,3 1
1,1 A
0,9 1
0,7 A

0,5 1

Aktivite (EU/ml)

0,3 1

0,1 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Sicakhk (°C)

Sekil 4.24. hCA IX izoenzimi igin optimum sicaklik olgiilmesi igin ¢izilen sicaklik-
aktivite grafigi
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4.16. Klonlanmis hCA IX izoenzimi I¢in Stabil pH Bulunmasina Yonelik Sonuglar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tesbit etmek i¢in, pH’s1 7,5-9,0 araliginda 100 mM Tris-
SO, tampon ¢ozeltileri kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 1 ml’si ile
1 ml enzim ¢dzeltisi karistirlarak +4°C’de muhafaza edildi. Birer giin arayla yapilan
aktivite Ol¢iimiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi (Cizelge 4.7) (Sekil 4.25).
Yapilan ¢aligmalar sonucu hCA 1X izoenzimi i¢in en uygun stabil pH’nin 100 mM Tris-

SO, pH=8,5 tamponu oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.7. hCA X izoenziminin stabil pH’s1 i¢in 100 mM Tris-SO,4 tampon ¢ozeltisi
kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglar

Zaman l.giin | 2.giin | 3.giin | 4.giin | 5.giin | 6.giin | 7.giin

pH: 7,0 icin | 0,527 | 0,467 | 0,467 | 0,517 | 0,467 | 0,411 | 0,46
Enzim | PH: 755 icin | 0,447 | 0,427 | 0,453 | 0,503 | 0,46 | 0,453 | 0,437
Unitesi | pH: 8,0 i¢in | 0,6 0,56 | 0,44 | 0,501 | 0,473 | 0,423 | 0,493
pH:8,5icin | 0,54 | 0,527 | 0,478 | 0,533 | 0,48 | 0,46 | 0,517
pH: 9,0 icin | 0,68 | 0,593 | 0,487 | 0,528 | 0,487 | 0,44 | 0,506

—>—pH=7,0 —B—pH=7,5 —A—pH=8,0 —O—pH=8,5 —e— pH=9,0
0,7
=
E
= 0,6
=
~
<%}
=
>
= i
v/ 0,5
<
0,4 T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (Giin)

Sekil 4.25. Degisik pH’lardaki 100 mM Tris-SO,4 tampon ¢6zeltisi kullanilarak hCA 1X
izoenzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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4.17. p-Nitrofenilasetat Substrati icin Ky, Vimax Ve Keat Degerlerinin Bulunmasina

Yonelik Calismalar

p-Nitrofenilasetat substrati i¢in klonlanmig hCA IX enziminin Ky ve Viax degerlerinin
belirlenmesi i¢in en az 5 farkli p-nitrofenilasetat konsantrasyonu kullanilarak optimum
sartlarda aktivite 6l¢iimii yapildi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Ky ve

Vmax degerleri hesaplandi.

Daha sonra, Ky ve Vmax degerleri hesaplanmasi igin gergeklestirilen deneyde kullanilan
enzim ¢oOzeltisinde kantitatif protein tayini yapilarak toplam enzim (Et) miktari

bulundu. Enzimin turnover sayisini gosteren key degert;

formiiliinden faydalanilarak hesaplandi (Cizelge 4.8) (Sekil 4.26).

8 -
i1\ 7 [ )
(umol/dak)? 6 -
5 -
y=1,2526x+2,4

47 R?=0,8157
3 -

3 2 1 40 1 2 3 4

1/[Paranitrofenil asetat] pM-?

Sekil 4.26. hCA IX izoenzimi igin 5 farkli p-nitrofenil asetat konsantrasyonunda
Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.8. hCA IX izoenzimi i¢in p-nitrofenilasetat substrati ile Ky, Vimax Ve Keat
caligsmalar1 sonuglari

KM \('max kcat
Enzim Substrat (mM) (EU/ml) (sh
insan
Karbonik . .
anhidraz 1X p-nitrofenilasetat 0,33 0,417 9,27
Izoenzimi

4.18. Baz1 Antitiimor ilaclar ile Agir Metallerin hCA 1X izoenziminin Aktivitesi

Uzerine Inhibisyon Etkilerinin Incelenmesi

Enzimin aktivitesini inhibe eden Paklitaksel, Dosetaksel, Irinotekan HCl ve Etoposid
antitimor ilaglar1 ile AI(NOg3)3.9.H,0, NiCl,.6.H,O kimyasal maddeleri igin sabit
substrat  konsantrasyonunda inhibitérsiiz  ortamda ve 5 farkli  inhibitor
konsantrasyonunda 1Csy degerleri (enzimin aktivitesini yariya diisliren inhibitor
konsantrasyonu) % aktivite-[I] grafikleri gizilerek belirlendi (Cizelge 4.9-4.14) (Sekil
4.27-4.32).

Cizelge 4.9. hCA IX izoenziminin aktivitesi iizerine Paklitaksel ile yapilan ¢aligmalarda
kullanilan inhibitér konsantrasyonu ve % aktivite degerleri

@ 1 @ | ™ | [1] (mM) (EU/ml)
360 400 10 230 1000 0 100
360 400 10 220 1000 0,07 96,8
360 400 10 180 1000 0,35 77,5
360 400 10 155 1000 0,525 59,3
360 400 10 130 1000 0,7 53
360 400 10 80 1000 1,05 40,6
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120 -

y=101,12e0895
R2=0,9876

100

80 A

60 -

% Aktivite

40 -+

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Paklitaksel [mMM]

Sekil 4.27. hCA 1X izoenziminin aktivitesi igin 5 farkli Paklitaksel konsantrasyonunda
elde edilen % aktivite-[Paklitaksel] grafigi

Cizelge 4.10. hCA IX izoenziminin aktivitesi tlizerine Dosetaksel ile yapilan
caligsmalarda kullanilan inhibitdr konsantrasyonu ve % aktivite degerleri

Substrat | 1715504 | grji | Saf | Toplam UG TT? %eAktivite
(ul) tamponu (ul) su Hacim | Konsantrasyonu (EU/ml)
(nD (nD ((11)) [1] (mM)
360 400 10 230 1000 0 100
360 400 10 200 1000 0,429 87,5
360 400 10 180 1000 0,715 84,3
360 400 10 130 1000 1,43 69,6
360 400 10 80 1000 2,145 59,3
360 400 10 30 1000 2,86 46,8
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120 -
y=99,993e0257x
R2=0,9946

100

80

60

40 ~

% Aktivite

20 A

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Dosetaksel [mM]

Sekil 4.28. hCA IX izoenziminin aktivitesi i¢in 5 farkli Dosetaksel konsantrasyonunda
elde edilen % aktivite-[Dosetaksel] grafigi

Cizelge 4.11. hCA IX izoenziminin aktivitesi iizerine Irinotekan HCI ile yapilan
caligsmalarda kullanilan inhibitor konsantrasyonu ve % aktivite degerleri

Substrat | 1715504 | grji | Saf | Toplam LU %Aktivite
(ul) tamponu (ul) su Hacim | Konsantrasyonu (EU/ml)
(nD (nD ((11)) [1] (mM)

360 400 10 230 1000 0 100
360 400 10 227 1000 0,102 83,44
360 400 10 225 1000 0,17 68,75
360 400 10 223 1000 0,238 60,93
360 400 10 220 1000 0,34 56,25
360 400 10 180 1000 0,48 45,47
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120 +

100 y= 100e-1,751x

R?=0,9617

80 -

60 -

%0 Aktivite

40 A

20 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Irinotekan HC1 [mM]

Sekil 4.29. hCA IX izoenziminin aktivitesi ig¢in 5 farkli Irinotekan HCI
konsantrasyonunda elde edilen % aktivite-[Irinotekan HCI] grafigi

Cizelge 4.12. hCA IX izoenziminin aktivitesi tizerine Etoposid ile yapilan ¢aligmalarda
kullanilan inhibit6r konsantrasyonu ve % aktivite degerleri

Substrat 1Bk Enzim Sty Toplgm ey %Aktivite
(ul) tamponu (ul) su Hacim | Konsantrasyonu (E0/ml)
((11)) (b (b [1] (mM)

360 400 10 230 1000 0 100
360 400 10 180 1000 1,7 87,65
360 400 10 130 1000 3,4 72,71
360 400 10 105 1000 4,25 62,96
360 400 10 80 1000 51 56,79
360 400 10 30 1000 6,8 39,51
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120 -+

100 y = 100e-0,119x

R?=0,9451

o 80 -
=
= 60 -
kY,
<Ec: 40 - [
>

20 -

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Etoposid [mM]

Sekil 4.30. hCA 1X izoenziminin aktivitesi i¢in 5 farkli Etoposid konsantrasyonunda
elde edilen % aktivite-[Etoposid] grafigi.

Cizelge 4.13. hCA IX izoenziminin aktivitesi iizerine nikel iyonu ile yapilan
caligsmalarda kullanilan inhibitor konsantrasyonu ve % aktivite degerleri

Substrat | 1715504 | grji | Saf | Toplam UG TT? %eAktivite
(ul) tamponu (ul) su Hacim | Konsantrasyonu (EU/ml)
(nD (nD ((11)) [1] (mM)

360 400 10 230 1000 0 100
360 400 10 200 1000 3 88
360 400 10 130 1000 10 74,5
360 400 10 80 1000 15 57,7
360 400 10 30 1000 20 47,2
360 380 10 0 1000 25 40,9
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y = 100,58e-0.036x
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Sekil 4.31. hCA 1X izoenziminin aktivitesi i¢in 5 farkli Ni*? konsantrasyonunda elde
edilen % aktivite-[Ni*?] grafigi

Cizelge 4.14. hCA IX izoenziminin aktivitesi iizerine aliiminyum iyonu ile yapilan
calismalarda kullanilan inhibitdr konsantrasyonu ve % aktivite degerleri

Tris-SO, . Saf | Toplam Inhibitér .
Su(bslt)rat tamponu E?:l')m su Hacim | Konsantrasyonu (y(ol's‘[l;/t:::l')t €
a (uD) @ | @ [1] (mM)
360 400 10 230 1000 0 100
360 400 10 210 1000 0,02 81,8
360 400 10 200 1000 0,03 74,5
360 400 10 170 1000 0,06 48,3
360 400 10 155 1000 0,075 37,8
360 400 10 130 1000 0,1 33,6
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120
y=101,27e118x
R?=0,9799

100

80 A

60 -

40 A

% Aktivite
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Sekil 4.32. hCA 1X izoenziminin aktivitesi i¢in 5 farkli AI"> konsantrasyonunda elde
edilen % aktivite-[Al*®] grafigi

Cizelge 4.15. hCA 11X izoenziminin aktivitesi iizerine metal iyonlar1 ile yapilan
caligsmalar sonucunda elde edilen ICso degerleri

Kimyasal Maddeler IC50 (MM)
Ni* 19,47
Al 0,06
I Kiivet i¢i 0-25 mM konsantrasyon
v araliginda belirli bir etki gdstermedi.
" Kiivet i¢i 0-25 mM konsantrasyon
Mo araliginda belirli bir etki gdstermedi.
2 Kiivet i¢i 0-25 mM konsantrasyon
cd araliginda belirli bir etki gostermedi.
M2 Kiivet i¢i 0-25 mM konsantrasyon

araliginda belirli bir etki gostermedi.
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Cizelge 4.16. hCA 1X izoenziminin aktivitesi lizerine bazi antitiimor ilaglar ile yapilan
caligsmalar sonucunda elde edilen ICso degerleri

Antitiimér ilaclar ICs0 (MM)
Paklitaksel 0,79
Dosetaksel 2,71

[rinotekan HCI 0,40
Etoposid 5,84

Kiivet i¢i 0-2670 pM konsantrasyon

Karboplatin araliginda belirli bir etki gdstermedi.

Kiivet i¢i 0-17,9 mM konsantrasyon

Sitarabin araliginda belirli bir etki gdstermedi.

Kiivet i¢i 0-2,11 mM konsantrasyon

Kalstyum Folinat araliginda belirli bir etki gostermedi.

Kiivet i¢i 0-5,5 mM konsantrasyon

Metotreksat araliginda belirli bir etki gdstermedi.
Cetuksimab Aktive etti.
Kiivet i¢i 0-70 uM konsantrasyon
Rituksimab araliginda belirli bir etki gostermedi.
Kivet i¢i 0-170 uM konsantrasyon
Sisplatin

araliginda belirli bir etki gdstermedi.

Kiivet i¢i 0-38,5 mM konsantrasyon

5-Fluorourasil araliginda belirli bir etki gdstermedi.

Kiivet i¢i 0-360 uM konsantrasyon

Epirubisin HCI araliginda belirli bir etki gdstermedi.

Kiivet i¢i 0-6,85 mM konsantrasyon

Fludarabin Fosfat araliginda belirli bir etki gdstermedi.
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Cizelge 4.16 (devam)

Kiivet i¢i 0-13,4 mM konsantrasyon

Gemsitabin HCI araliginda belirli bir etki gostermedi.

Sitozin Arabinozid Aktive etti.
. Kiivet i¢i 0-38,3 mM konsantrasyon
Hosfamide araliginda belirli bir etki géstermedi.

Vinblastin Siilfat Aktive etti.

Kendisi absorbsiyon gdsterdigi i¢in

Doksorubisin HC etkisi belirlenemedi.

Kiivet i¢i 0-22 mM konsantrasyon

Dakarbazin araliginda belirli bir etki gostermedi.
Kiivet i¢i 0-1280 uM konsantrasyon
Vinorelbin araliginda belirli bir etki gostermedi.
Kiivet i¢i 0-500 uM konsantrasyon
Doksitaks araliginda belirli bir etki gostermedi.
Kiivet i¢i 0-455 mM konsantrasyon
Bortazomib

araliginda belirli bir etki gostermedi.

Kendisi absorbsiyon gosterdigi i¢in

Mitoksantron etkisi belirlenemedi.

Kiivet i¢i 0-1250 uM konsantrasyon

Okzaliplatin araliginda belirli bir etki gdstermedi.

4.19. Klonlanmis hCA 1X izoenzimi i¢in Inhibitor Etkisi Gosteren Antitiimor

flaclarin K; Sabitlerinin Bulunmas

Inhibitér ¢alismalari igin, hCA IX izoenzimini inhibe eden Paklitaksel ile Dosetaksel
antitimor ilaglar1 kullanildi. Caligmalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu

substrat stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n ¢alismayla belirlendi. Yine aymi sekilde her bir
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substrat konsantrasyonu i¢in en uygun ii¢ farkli sabit inhibitor konsantrasyonu inhibitor

stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n ¢alismayla tespit edildi (Cizelge 4.17, Cizelge 4.18).

Daha sonra hCA 1X izoenzimi i¢in bes farkli substrat ve ii¢ farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V-1/[S] degerleri belirlenerek her bir inhibitor igin ayri ayri
Lineveawer-Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden K; sabitleri ve inhibisyon tipleri
tespit edildi (Sekil 4.33- Sekil 4.34) (Cizelge 4.19) (Lineweaver and Burk 1934).

Cizelge 4.17. hCA [IX izoenziminin aktivitesi iizerine Paklitaksel antitiimor ilacinin K;
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve
inhibitoér konsantrasyonlari

Tris- | Enzim | Saf | Substrat Kuvetteki I.(u‘:et.t?.kl Toplam
SO4 | Hacmi | su | Hacmi K AT inhibitor Hacim
) Q) | (ul) ) onsantrasyonu | konsantrasyonu )

i (mM) (mM)
400 10 | 440 150 0,45 - 1000
400 10 | 390 150 0,45 0,35 1000
400 10 | 340 150 0,45 0,7 1000
400 10 | 290 150 0,45 1,05 1000
400 10 | 390 200 0,60 - 1000
400 10 | 340 200 0,60 0,35 1000
400 10 | 290 200 0,60 0,7 1000
400 10 | 240 200 0,60 1,05 1000
400 10 | 340 250 0,75 - 1000
400 10 | 290 250 0,75 0,35 1000
400 10 | 240 250 0,75 0,7 1000
400 10 | 190 250 0,75 1,05 1000
400 10 | 290 300 0,90 - 1000
400 10 | 240 300 0,90 0,35 1000
400 10 |190 300 0,90 0,7 1000
400 10 | 140 300 0,90 1,05 1000
400 10 | 240 350 1,05 - 1000
400 10 ]190 350 1,05 0,35 1000
400 10 | 140 350 1,05 0,7 1000
400 10 90 350 1,05 1,05 1000
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97 y = 2,9369x+1,2337
8 1 y =2,109x + 0,8855
. 77 X y = 1,2484x+0,5509
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X y=1,061x+0,4633
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g 4 - @ Kontrol
S 5 n M [0,35] mM
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1/[Paranitrofenil asetat] pM-!

Sekil 4.33. hCA X izoenziminin {izerine Paklitaksel antitiimor ilacinin etkisini gosteren
Lineveawer-Burk grafigi

Cizelge 4.18. hCA X izoenziminin aktivitesi tizerine Dosetaksel antitiimor ilacinin K
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢o6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve
inhibitér konsantrasyonlari

Tris- | Enzim | Saf | Substrat Kivetteki I,<u‘iet,t(ikl Toplam
. ] substrat inhibitor .
SO, | Hacmi | su Hacmi Hacim
@) ) | ) konsantrasyonu | konsantrasyonu @)
n n n n (MM) (MM) n
400 10 440 150 0,45 - 1000
400 10 390 150 0,45 0,715 1000
400 10 340 150 0,45 1,43 1000
400 10 290 150 0,45 2,145 1000
400 10 390 200 0,60 - 1000
400 10 340 200 0,60 0,715 1000
400 10 290 200 0,60 1,43 1000
400 10 240 200 0,60 2,145 1000
400 10 340 250 0,75 - 1000
400 10 290 250 0,75 0,715 1000
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Cizelge 4.18 (devam)

400 10 | 240 250 0,75 1,43 1000
400 10 190 250 0,75 2,145 1000
400 10 | 290 300 0,90 - 1000
400 10 | 240 300 0,90 0,715 1000
400 10 190 300 0,90 1,43 1000
400 10 140 300 0,90 2,145 1000
400 10 | 240 350 1,05 - 1000
400 10 190 350 1,05 0,715 1000
400 10 140 350 1,05 1,43 1000
400 10 90 350 1,05 2,145 1000

X y=2,2561x+1,3596
y=1,3769x+0,8740
y=1,1007x+ 0,6656
y=0,9631x+0,5796

@ Kontrol

1/V (pmol/dak)1

CN\N w IN % ) ~
O 1 1 1 1 1 1 J

M [0,715] mM
[1,43] mM
X [2,145] mM

1 2 3
1/[Paranitrofenil asetat] pM-!

'
[uny

Sekil 4.34. hCA X izoenziminin {izerine Dosetaksel antitiimor ilacinin etkisini gosteren
Lineveawer-Burk grafigi

hCA IX izoenzimi i¢in inhibitor olarak kullanilan antitiimor ilaglarin inhibisyon tipleri

nonkompetitif (yarismasiz) oldugundan her bir ilag i¢in ayr1 ayri,



V max
VmaxI =
[1]

Ki

1+
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Formiilii ile Kjdegerleri hesaplanarak Cizelge 4.19°da gosterildi.

Cizelge 4.19. hCA IX izoenzimi igin 3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonlarinda
Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri ve inhibisyon tipleri

Inhibitor Cinsi [11 mM Ki(mM) Ortalama K; | Inhibisyon
Degerleri Tipi
(mM)

0,35 3,18

Paklitaksel 0,70 0,89 1,65 Yarigsmasiz
1,05 0,88
0,715 1,15

Dosetaksel 1,43 2,81 1,86 Yarismasiz
2,145 1,61
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5. TARTISMA ve SONUC

Karbonik anhidraz enzimi (Karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz, karbonat anhidraz,
karbonik asit anhidraz E.C.4.2.1.1) prokaryot, dkaryot ve archaea’da yaygin olarak

2 iyonu bulunduran bir metaloenzimdir. Karbonik anhidraz

bulunan ve yapisinda Zn"
izoenzimleri a-, B-, y-, 0- ve &- CA olmak {izere evrimsel olarak bagimsiz bes ayr1 gen

ailesi tarafindan kodlanir (Leppilampi 2006; Nuti et al. 2007).

CA enzimi eritrositleri de icine alan pek ¢ok dokuda pH diizenleyici enzim olarak
karakterize edilmistir. Basta asit-baz dengesi olmak {izere bir¢ok metabolik olayda rol
oynamaktadir. Doku/organlar ile akciger arasindaki COy/bikarbonatin respirasyonu ve
transportu ile ilgili kritik fizyolojik olaylarda, pH ve CO; hemostazinda, elektrolit
sekresyonunda, biyosentetik reaksiyonlarda (glukoneogenez, lipogenez ve iire sentezi),
kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu ve diger bir¢ok fizyolojik ve
patolojik olayda gorev almaktadir (Chegwidden et al. 2000; Supuran and Scozzafava
2000).

Karbonik anhidraz enzimi pek ¢ok canlida birden fazla izoenzime ve farkli kinetik
Ozelliklere sahiptir. CA’nin bulundugu ortamin sartlarina ve ihtiyacina gore degisik
izoenzimleri mevcuttur. CA izoenzimlerinin molekiil kiitleleri canlidan canliya,
dokudan dokuya farklilik gostermektedir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
memelilerde 16 tane CA izoenziminin bulundugu bilinmektedir. Enzimin canli
organizmada nerelerde, hangi sekilde lokalize oldugu ve nasil fonksiyon gdsterdigini
belirlemek amaci ile pek ¢ok canli tiirlinde ve dokularinda karbonik anhidraz enziminin

saflagtirilmasi ve karakterizasyonu yapilmistir (Soyiit ve Beydemir 2008).

Transmembran karbonik anhidraz izoenzimlerinden olan CA IX, tiimor metabolizmasi
ile iligkili olarak bilinen en 6nemli enzimlerden biridir. CA IX tiimorlii hiicrelerin hiicre
ici ve hiicre dist pH diizenlenmesini saglayarak hipoksik ve asidik kosullara

adaptasyonunu saglar. Ozellikle kat1 timérlerdeki CA IX ekspresyonu, tiimériin tanisi
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ve prognozu hakkinda bilgi vermesi nedeniyle bu enzimin biyobelirte¢ olarak
kullanilmasina izin vermektedir. Dolayisiyla CA IX, tiimdr biyolojisinde 6nemli bir yer

tutmaktadir.

Karbonik anhidraz 1X izoenzimi hipokside yiiksek diizeyde ifade edilir. CA I1X dzellikle
hipoksik tiimér dokularinda bulunup gastrointestinal yoldaki diisiik diizeydeki
ekspresyonu haricinde birgok normal dokuda bulunmayan yiiksek aktiviteli ve tiimdrle
iligkili bir membran enzimidir. CA IX’un yeni antikanser tedavileri i¢in ilaglara hedef
olusturabilecegi ve bir timdr ilerleme belirteci oldugu savunulmustur (Ozensoy and

Supuran 2007).

Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmas1 ve hatta yok edilmesi olayma inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere de inhibitdr denilir. Inhibitérler, genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip
bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli
basina bir kontrol mekanizmasi olusturur (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Ornegin
niikleotid sentezinin inhibitorleri (antikanser ajanlar) ve ¢inko ihtiva eden anjiyotensin
dontistiirici enzimin inhibitorleri (tiyol kaptopril) kan basincinin azaltilmas: ve

hipertansiyonun tedavisinde kullanilmaktadir (Ondenti and Cushman 1982).

Medikal ilaglar, cesitli metaller, anyonlar ve pestisitler gibi ¢ogu maddelerin CA’lar
tizerinde inhibitdr etkisi gosterdigi literatiirde belirtilmistir (Beydemir vd 2000; Giilgin
vd 2004; Innocenti et al. 2005). Karbonik anhidraz inhibitorleri birgok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak izoenzime spesifik olmayan inhibitorlerin tedavi
amagl kullanilmasiyla canli sistemde varolan diger CA izoenzimleri de inhibe
olmaktadir ve tam olarak bir tedavi uygulanamamaktadir (Arslan 1994). Dolayisiyla CA
IX izoenziminin inhibisyon mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik yaptigimiz bu
calismanin O6nemi gayet agiktir. Son yillarda yapilan c¢alismalarm ¢ogu, CA IX
izoenziminin fizyolojik 6neminin ve inhibisyon mekanizmasinin aydinlatilmasina ve bu

dogrultuda canli sistemde varolan diger CA izoenzimlerini inhibe etmeyen sadece CA
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IX izoenzimi igin spesifik inhibitor arayisina yonelik ¢alismalardir. Bu tiir caligmalarin

ontimiizdeki yillarda da artarak devam edecegi asikardir.

Bu calismada kanser iliskili karbonik anhidraz IX izoenziminin; insan pankreas
dokusundan klonlanmasi, klonlanan ekspresyon vektoriiniin E.coli hiicresine
transformasyonu, E.coli’de ekspresyonu ve ekspre edildikten sonra Ni re¢ine kolonu
kullanilarak afinite kromatografi teknigi ile belirli dlclide saflagtirilmasi ile saf enzim
lizerine bazi antitimdr ilaglarin ve kimyasallarin inhibisyon etkilerinin aragtirilmasi

amaclanmstir.

Bu amagla ilk olarak insan pankreas mRNA’s1 Clontech firmasindan ticari olarak temin
edildi ve sonra revers transkripsiyon yontemiyle insan pankreas cDNA kiitiiphanesi
bolim 3.3.2.°de anlatildig1 gibi olusturuldu. Bu kiitiiphaneden kanser iliskili trans
membran protein olan hCA IX izoenziminin gen bdolgesi gene spesifik primerlerle
PCR’da ¢ogaltilarak pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi. hCA-IX
izoenziminin gen bolgesini tasiyan klonlama vektori 1s1 soku uygulamasi ile E.coli
(JM109) hiicresine transforme edildi ve petri lizerinde mavi-beyaz (rekombinant) koloni
gbzlendi. Klonlanan gen bolgesinin DNA dizi analizi yapilarak klonlamanin dogru
olup-olmadigi kontrol edildi. Dizi analizi sonucu 1377 bg¢’lik PCR amplifikasyon
tirtiniiniin hCA 1X oldugu dogrulanip, PCR’a dayali olarak herhangi bir mutasyonun
olusmadigi gosterildi. Bunun nedeni her ne kadar spesifik primerler kullanilsa da PCR’a
dayali amplifikasyonlarda yanhs hibridizasyonlar olabilecegidir. Ikinci 6nemli nokta
daha sonra ekspresyon g¢alismalarinda kullanilacak olan ORF’de taq polimeraza bagl
olarak olusan tesadiifi mutasyonlarin bulunup bulunmadiginin kontrol edilmesidir. Elde
edilen diziler NCBI (National Center for Biotechnology Information)’a ait internet
adresi kullanilarak biyoinformatik olarak karsilastirildi. DNA dizi analizi ile dogrulugu
kanitlanan hCA IX izoenziminin gen bolgesi ekspre edilmek amaciyla petSUMO
ekspresyon vektoriine klonlandi. hCA IX izoenziminin gen bdlgesini tasiyan ekspresyon
vektorii 1s1 soku uygulamasi ile transformasyon verimliligi daha yiiksek oldugu i¢in
oncelikle E.coli (TOP10)  hiicresine transforme edildi. Bu yontemle yiiksek

konsantrasyonda hCA IX izoenziminin gen bolgesini tasiyan plasmid elde edildi. Daha
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sonra ekspresyonun T7 promoter sistemi ile baslatilmasi i¢in, hCA IX genini tasiyan
petSUMO plasmidi 1s1 soku uygulamasi ile E.coli (BL21DE3) hiicrelerine transforme
edildi. Klonlama ve ekspresyon amagli kullanilan plasmidlerin antibiyotik direng¢ geni
tagimalar1 Ozelliginden yararlanilarak antibiyotikli ortamda plasmid tasiyan bakteriler

secildi.

E.coli (BL-21) soyunun, rekombinant protein ekspresyonunda sahip oldugu ozellikleri
acisindan literatiirde yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir. Bu hiicreler T7 RNA
polimeraz genini igerirler. Ayrica IPTG ile tesvik edilebilirler. Sentezlenen proteinin
degrede edebilen bazi proteazlar agisindan eksiktir. Bu o&zellikleri dikkate alinarak
calismamizda protein tiretimi i¢in pET ekspresyon sistemi i¢in uygun olan bu soy tercih
edildi.

Ekspresyonun kontrolii i¢in IPTG igermeyen ve IPTG iceren besi yerlerinde deney
kuruldu. Kontrol grubu ve deney grubu aymi sartlarda biiyitiildi. Kiltiiriin biiytime
egrisi belirli araliklarla 600 nm’de optik yogunluklarinin 6lgiilmesiyle belirlendi ve
ODg=0,6-0,8 oluncaya kadar kiiltiir biiyiimeye birakildi. Yeterli bakteri
konsantrasyonuna ulasildiktan sonra protein ekspresyonunun gergeklesmesi i¢in 160 pl
1 mM izopropiltiyogalaktozid (IPTG) ve 160 ul 0,4 M ZnS0O,4.7.H,0 bakteri kiiltiiriine
eklendi. Kiiltir 30°C’de 260 rpm’de ekstra 8 saat inkiibasyona birakildi. Bdoylece
ekspresyon tesvik edildi.

Ekspresyon sonrasi bakteri hiicreleri liziz edilerek ham ekstraktlar SDS-PAGE ile
kontrol edildi. Sonugta IPTG igeren deney grubunda hCA X izoenziminin ekspresyonu
gbzlendi. Sonuclar Boliim 4, Sekil 4.14’de gosterildi. Saflastirma islemi icin protein
saflagtirma tekniklerinin etkili ydntemlerinden biri olan afinite kromatografisi
kullanildi.

Afinite kromatografisi ¢ok basamakli saflastirma islemleri esnasinda enzim
aktivitesinde meydana gelen 6nemli kayiplari elimine etmek ve enzimi yiliksek bir

verimle elde etmek icin kullanilan en Onemli saflastirma metodudur. Afinite
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kromatografisi kullanilarak yapilan saflastirma yontemi basit, kullanisli, yiiksek verime
sahip, hizli ve net sonuclar vermesi gibi 6zellikleri bakimindan ¢ok tercih edilmektedir

(Hall and Schaer 1983; Bursal 2009).

Afinite kolonundan eliie edilen saf enzim cozeltileri i¢in kalitatif ve kantitatif protein
tayini yapildi. Kalitatif protein tayininde kolondan eliie edilen enzim ¢ozeltilerinin 280
nm’de absorbanslarina bakildi. Bu yontem proteinlerde bulunan tirozin ve triptofan
aminoasitlerinin 280 nm’de 15181 maksimum absorblamalar1 esasina dayanmaktadir
(Segel 1968). Kantitatif protein tayininde ise Bradford protein tayin yontemi kullanildi
ve protein miktarlar1 Sekil 4.17°de verilen standart grafikten yararlanilarak belirlendi.
Bu yontem az zaman almasi, daha az reaktif gerektirmesi, bozucu faktorlerin olmamasi,
protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire stabil olarak kalmasi, her defasinda
standart calismay1 gerektirmemesi ve hassasiyetinin diger protein tayin metotlarina
nazaran daha iyi olmasi sebebiyle avantajli bir yontemdir ve genis bir kullanim alanina
sahiptir (Bradford 1976). Bu avantajlar1 g6z Oniinde bulundurularak ¢aligmamizda

kantitatif protein tayini yapilirken Bradford protein tayin yontemi kullanildu.

E.coli (BL21DE3) hiicresinde ekspresyonu gergeklestirilen SUMO-hCA IX filizyon
proteini Ni regine afinite kromatografisi ile %92,58 verimle, 43707 EU/mg spesifik
aktivite ile 3,07 kat saflastirildi (Cizelge 4.1). Saflastirilan flizyon proteinin gerek
safligim1 kontrol etmek amaciyla gerekse molekiil kiitlesini belirlemek amaciyla SDS-
PAGE yapildi. Sekil 4.15 ve 4.16’da gosterilen jellerde, saflagtirilan fiizyon proteinin
net ve tek bandinin goriilmesiyle fiizyon proteinin saf oldugu anlagildi. SDS-PAGE’de
flizyon protein ile birlikte molekiil kiitlesi bilinen standart protein numuneleri ayni
zamanda yuritildi ve Sekil 4.19°da verildigi gibi log Mk-Rs standart grafigi ¢izildi.
Sonra protein numunelerinin R¢ degerleri yardimiyla standart grafikten faydalanilarak
flizyon proteinin molekiil kiitlesi 85,11 kDa olarak hesaplandi. Daha sonra SUMO-hCA
IX flizyon proteini SUMO proteazla kesilerek SUMO ve hCA [IX proteinlerinin
birbirinden ayrilmasi saglandi. ikinci kez Ni recine afinite kromatografisi kullanilarak
hCA 1X izoenzimi tek basina %85,96 verimle, 290378 EU/mg spesifik aktivite ile 20,4
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kat saflastirildi (Cizelge 4.1). SDS-PAGE ile enzimin saflig1 kontrol edildi ve molekiil
kiitlesi 50,47 kDa olarak hesaplandi (Sekil 4.18, Sekil 4.20).

Biitiin saflastirma islemleri soguk ortamda gergeklestirildi. Boylece sicakligin sebep
olacagi enzim aktivitesindeki kaybin 6niine ge¢ildi. Enzim aktivitesinin belirlenmesinde
ve tiim kinetik ¢alismalarda esteraz aktivitesi yontemi kullanildi. Bu yontem karbonik
anhidrazin ester bagini hidrolizlemesi esasina dayanmaktadir. Karbonik anhidraz
substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati 348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol
veya p-nitrofenolat’a hidroliz etmektedir. Her ikisi de 348 nm’de ayni absorbansi
gosterdiginden fenol grubundaki H' iyonunun ayrisip ayrismamasi  Ol¢iimii

etkilememektedir (Verpoorte and Mehta 1967).

Bilindigi gibi enzimleri saflagtirmak olduk¢a zor bir islemdir. Enzimler protein
yapisindaki makromolekiiller olduklarindan sartlarin degismesine karsi oldukca
hassastirlar, bu yiizden bir ¢ozeltideki enzim varligi, enzimin etki ettigi substrat
molekiilii veya reaksiyon sonucu olugan iiriin ya da enzimatik reaksiyona aracilik eden
diger parametreler iizerinden tespit edilmektedir. Enzimlerin aktivitesi {izerinde etkili
olan faktorler arasinda, substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik,
allosterik etkiler, iyonik siddet, hormonlar ve bazen aminoasitler, inhibitor veya
aktivatorlerin varhigr sayilabilir (Ondenti and Cushman 1982). Bu hususlar dikkate
alimarak E.coli (BL21DE3) hiicresinde ekspresyonu gergeklestirilen hCA IX
izoenziminin karakterizasyonu yapildi ve enzimin optimum iyonik siddet, optimum pH,

optimum sicaklik, stabil pH, K, Vimax Ve Keat degerleri belirlendi.

Karbonik anhidraz enziminin fizyolojik sartlardaki substrati COy’dir. CO; diger
kullanilan substratlardan daha diisiik Ky ve daha yiiksek Viax’a sahiptir. Enzimlerin
dogal substrat1 yerine ayn1 deney sartlarinda analoglar1 veya enzimin in Vvitro sartlarda
farkl bir reaksiyonu katalizleyebilmesi ve bu reaksiyonda iiriine doniistiirdigli substrati
kullanildiginda genellikle enzim aktivitesinin distiigii gézlemlenmistir (Ulusu et al.
1997). Calismamizda hCA 11X izoenziminin esteraz aktivitesinde substrat olarak

kullanilan para-nitrofenilasetat i¢in Ky, Vimax Ve Kear degerleri belirlendi. 5 farkli para-
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nitrofenilasetat substrati konsantrasyonu kullanilarak spektrofotometrik olarak 348
nm’de enzim aktiviteleri belirlendi ve hCA IX izoenzimi i¢in Lineveawer-Burk grafigi
cizilerek bu grafikten Ky ve Vmax degerleri hesaplandi (Cizelge 4.8) (Sekil 4.26). hCA
IX izoenziminin Ky degeri 0,33 mM olarak bulundu. Vmax degeri de 0,417 pumol/mg
protein dakika olarak grafik denklemi yardimiyla hesaplandi. Doygun durumda
herhangi bir enzim i¢in limit hizin1 agiklayan daha genel bir hiz sabiti olan Key'in
belirlenmesi yararlidir. ke sabiti bir mol enzimin birim zamanda iiriine doniistiirdiigii
substratin mol sayist olarak tanimlanmaktadir. Bunun diger bir adi turnover sayisidir.
Eger bir tepkimede degisik basamaklar varsa ve bir tanesi hiz smirlayici ise kear bu
basamak i¢in hiz sabitine esittir. Cesitli basamaklar kismen hiz kisitlayici oldugu
zaman, K her bir reaksiyon igin belirlenen gesitli hiz sabitlerinin kompleks bir tiirevi
olabilir (Lehninger 2005). Calismamizda hCA IX izoenziminin ke degeri 9,27 s*
olarak hesaplandi (Cizelge 4.8).

Genelde her enzimin aktivitesinin optimum oldugu bir maksimum sicaklik degeri
vardir. Bu sicakligin {istiinde aktivite diigmeye baslar ve enzimin ii¢ boyutlu yapisinda
bozulma meydana gelir. Bizim ¢alismamizda hCA IX izoenziminin optimum sicakligi,
su banyosu kullanilarak 0°C ile 50°C arasinda ve 5’er °C arayla enzimin gdsterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak olgiilerek belirlendi. hCA X izoenziminin optimum
sicaklik degeri 45°C olarak bulundu (Cizelge 4.6) (Sekil 4.24).

hCA 1X izoenziminin optimum pH’s1, 7,5-9,0 araliginda 50 mM Tris-SO4 ve pH’s1 5,0-
7,5 araliginda 50 mM potasyum fosfat tampon c¢ozeltileri kullanilarak enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi. Yapilan ¢alismalar sonucu
hCA IX izoenzimi i¢in en uygun optimum pH’nin 50 mM Tris-SO, pH=9,0 tamponu
oldugu tespit edildi. Literatirde CA enzimi ile yapilan birgok g¢alismada genellikle
optimum pH degerinin 7,5-9,5 araliginda oldugu belirtilmistir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4)
(Sekil 4.21, Sekil 4.22).

hCA IX izoenziminin maksimum aktivite gosterdigi optimum iyonik siddeti belirlemek
amaciyla Tris-SO4 tamponunun optimal pH’daki 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800 ve 1000
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mM’lik konsantrasyonlardaki cozeltileri hazirlandi. Farkli Tris-SO4
konsantrasyonlarinda esteraz aktivite olgtimleri yapilarak Tris-SO4 konsantrasyonu ile
aktivite degerlerinden olusan grafik cizildi. Yapilan g¢alismalar sonucu hCA [IX
izoenzimi igin en uygun optimum iyonik siddetin 100 mM Tris-SO, pH=9,0 tamponu
oldugu tespit edildi (Cizelge 4.5) (Sekil 4.23).

hCA 1X izoenziminin stabil oldugu pH’y1 tesbit etmek i¢in, pH’s1 7,5-9,0 araliginda 100
mM Tris-SO,4 tampon ¢ozeltileri kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin
1 ml’si ile 1 ml enzim ¢dzeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza edildi. Birer giin arayla
yapilan aktivite dl¢iimiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Yapilan galismalar
sonucu hCA IX izoenzimi ig¢in en uygun stabil pH’nin 100 mM Tris-SO, pH=8,5
tamponu oldugu tespit edildi (Cizelge 4.7) (Sekil 4.25).

Giliniimlizde enzim inhibisyonu biiyiik bir 6nem arzetmektedir. Bir¢ok ila¢ ve zehirli
bilesik fonksiyonlarmi bu yolla gergeklestirirler. Enzim etki mekanizmalarinin
incelenmesi caligmalarinda da inhibisyon olaymdan faydalanilir (Keha ve Kiifrevioglu
2009). Bir¢ok kimyasal madde, canli metabolizmasinda diisiik dozlarda da olsa enzim
aktivitesini etkileyerek veya spesifik aktivitesinde inhibisyona yol acarak enzimleri
etkilerler. Laboratuvarlarda bir¢ok farkli enzimin ilaglarla etkilesimi ile ilgili glinlimiize
dek pek cok caligma yapilmistir. Ornegin karbonik anhidraz, glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz gibi bircok enzim
cesitli kaynaklardan saflagtirilmig, iizerinde tibbi uygulamalarda ¢ok yaygin kullanilan

ilaglarm inhibisyon ve aktivasyon etkileri incelenmistir (Ekinci vd 2007).

Ilag ve diger kimyasal maddelerin enzimler iizerinde olan inhibisyon etkileri I1Csg
degerleri ve K; sabitleri bulunarak belirlenir. Calismamizda K; sabitlerinin
bulunmasinda Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi. Bu yontem hemen hemen biitiin
enzim kinetigi ¢alisanlar1 tarafindan kullanilmaktadir. Sonuglarin hassas bulunabilmesi
icin, her inhibitorlii ¢aligmada 3 sabit inhibitor, 5 farkli substrat konsantrasyonunda V-
[S] degerleri bulundu. 1/V-1/[S] grafikleri ¢izilerek K; degerleri belirlendi. Grafik

ciziminde Microsoft-Excel programindan faydalanildi.
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Giiniimiizde kemoterapide siklikla kullanilan antitiimor ilaglarin ve bazi agir metallerin
hCA IX izoenziminin aktivitesini yariya indiren konsantrasyon (1Csp) degerleri esteraz
aktivitesi yontemi kullanilarak belirlendi. Antitiimor ilaglarin 1Csp degerleri kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda ilaglarin 1Csy degeri en kiiciik olan antitiimor ilagtan
ICso degeri en biiyiik olan antitiimér ilaca dogru siralanisi su sekildedir: irinotekan HCI
< Paklitaksel < Dosetaksel < Etoposid seklinde ve sayisal verilerle ayni sira ile 0,40 mM
< 0,79 mM < 2,71 mM < 5,84 mM olarak tespit edildi. Bu sonuglara gore antitimor
ilaglar icerisinde en yiiksek inhibisyon etkisini dayanikli kolon kanseri ile ilerlemis
ovaryum Kkanseri tedavisinde siklikla kullanilan Irinotekan HCI antitiimér ilac
gerceklestirdi. Cikan sonuglardan da goriildiigli lizere 25 tane antitiimor ilagtan 4
tanesinin c¢ok kiigiik konsantrasyonlarda bile enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi
gosterdigi belirlendi. Diger 21 ilacin belirli bir inhibisyon etkisine rastlanmadi (Cizelge
4.16).

Calismamizda kullandigimiz antitiimdr ilaglar i¢in belirledigimiz 1Csy degerleri ile bu
ilaclarin tibbi uygulamada kullanilan konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, bu ilaglarin
tibbi uygulamada kullanilan konsantrasyonlardan ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda
hCA IX izoenzimi iizerinde inhibitér etkisi gosterebilme 6zelligine sahip olduklari
gozlendi. Canli sistemde varolan diger CA izoenzimlerinin ve hatta metabolik
yollardaki 6nemli enzimlerin bu ilaglarin kullanilmasi ile inhibe olacagini diisliniirsek
elde edilen bulgularin, 6zellikle bu ilaglar1 kullanan hastalar i¢in 6nemli sonuglar
dogurabilecegi goriilmektedir. Kanser biyolojisinde hayati 6nem teskil eden hCA IX
enzimine karsi inhibitor veya aktivator Ozellik gosteren bu ilaglarin kullaniminin
mutlaka kontrollii olmasi gerekmektedir. Sadece hCA IX izoenzimini inhibe eden, daha
giiclii, etkili ve spesifik inhibitdrlerin gelistirilmesine, kanser tedavisinde kullanilacak
yeni ilaclarin dizayni ve farmakolojik uygulamalar1 i¢in altyapir olusturmasina onemli
bir katki saglayacagini diisiindiigiimiiz bu ¢alismanin énemi bu sonuglar 1s1ginda daha

1yi anlagilmaktadir.

Calismamizda hCA IX izoenziminin aktivitesi {izerine Ni*2, AlI'®, cu™, l\/|g+2, Cd*? ve

Mn*2 gibi bazi agir metallerin inhibisyon etkileri de incelendi. Ni** metal iyonunun ICsg
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degeri 19,47 mM ve Al™® metal iyonunun ICso degeri 0,06 mM olarak tespit edildi.
Cu*?, Mg*, Cd* ve Mn*? metal iyonlarmmn da kiivet ici 0-25 mM konsantrasyon
araliginda hCA IX izoenziminin aktivitesi iizerine belirli bir etki gostermedikleri
goriildii. Bilindigi gibi 1Csp degeri kiiciik olan inhibitoriin enzime ilgisi biiytik,
inhibisyon etkisi de yiiksektir. Bu sonuglara gore calismamizda kullandigimiz agir
metallerden Al*3, hCA IX izoenziminin aktivitesi iizerine 0,06 mM’lik en kiiciik 1Cs

degeri ile en yiiksek inhibisyon gdsteren agir metaldir (Cizelge 4.15).

E.coli (BL21DE?3) hiicresinde ekspresyonu gerceklestirilen hCA X izoenzimini inhibe
eden Paklitaksel ve Dosetaksel antitiimor ilaglari i¢in K; sabitlerinin belirlenmesi iizere
Lineweaver-Burk grafikleri kullanild1 (Segel 1975). Calismalarda en uygun bes farkli
substrat konsantrasyonu substrat stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n c¢alismayla belirlendi.
Yine ayni sekilde her bir substrat konsantrasyonu i¢in en uygun ii¢ farkli sabit inhibitor
konsantrasyonu inhibitor stok ¢ozeltileri kullanilarak 6n ¢alismayla tespit edildi. Daha
sonra hCA IX izoenzimi igin ti¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S]
degerleri belirlenerek her bir inhibitdr i¢in ayri ayr1 Lineweaver-Burk grafikleri

cizilerek K; degerleri ve inhibisyon tipleri tayin edildi (Lineweaver and Burk 1934).

Calismamiz sonucunda meme kanseri, ovaryum kanseri ile ilerlemis kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri tedavisinde gilinlimiizde siklikla kullanilan Paklitaksel
antitimor ilacinin K degeri 1,65 mM olarak bulundu. Bas-boyun kanseri, prostat
kanseri ile mide kanserinin dnlenmesi ve tedavisinde kullanilan Dosetaksel antitimor
ilacinin K; degeri ise 1,86 mM olarak bulundu. K; sabiti kii¢iik olan inhibitoriin enzime
ilgisi biiyiik oldugundan dolay1 enzimin katalitik aktivitesi {izerine inhibisyon etkisinin
biiylik olacagi bilinmektedir. K; sabitlerinin bulunmasina yonelik bu calismamizin
sonuglarina gore 1,65 mM’lik K; degeri ile Paklitaksel antitiimdr ilacinin, hCA IX
izoenziminin aktivitesi lizerine Dosetaksel antitiimor ilacindan daha yiiksek bir
inhibisyon gosterdigi belirlendi. Cizilen Lineweaver-Burk grafiklerine bakarak
inhibisyon tiplerini belirledigimizde ise her iki ilacin da yarigmasiz bir inhibisyon
sergiledigi yani enzimin subsratiyla aktif bolgeye yaris halinde olmadigi ve inhibitoriin

aktif bolge haricinde bir yere baglanarak inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi
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(Cizelge 4.19) (Sekil 4.33, Sekil 4.34). Bilindigi gibi yarismasiz inhibitorler, enzimin
aktif bolgesi disinda bir bolgeye baglanip enzimin turnover sayisini, yani katalitik

aktivitesini diisiirerek inhibitor etkisi gosterirler.
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Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1. Insan pankreas mRNA’si ticari olarak alinarak insan pankreasma ait cDNA
kiitliphanesi olusturuldu.

2. Bu kiitiiphaneden kanser iliskili trans membran protein olan hCA 1X izoenziminin
gen bolgesi, gene spesifik primerlerle PCR’da ¢ogaltilarak pGEM-T Easy klonlama
vektoriine klonlandi.

3. hCA IX izoenziminin gen bdlgesini tasiyan klonlama vektorii E.coli (JM109)
hiicresine transforme edildi ve petri {izerinde mavi-beyaz (rekombinant) koloni
gozlendi.

4. Klonlanan gen bdlgesinin DNA dizi analizi yapilarak klonlamanin dogru olup-
olmadigi kontrol edildi.

5. DNA dizi analizi ile dogrulugu kanitlanan hCA IX izoenziminin gen bolgesi ekspre
edilmek amaciyla petSUMO ekspresyon vektoriine klonlandi.

6. hCA IX izoenziminin gen bdlgesini tasiyan ekspresyon vektorii E.coli (BL21DE3)
hiicresine transforme edildi ve burada IPTG ile indiiklenerek ekspresyonu saglandi.

7. E.coli (BL21DES3) hiicresinde ekspresyonu gergeklestirilen SUMO-hCA IX fiizyon
proteini Nikel-nitrilotriasetik asit afinite kromatografisi ile %92,58 verimle, 43707
EU/mg spesifik aktivite ile 3,07 kat saflastirildi. SDS-PAGE ile fiizyon proteinin saflig1
kontrol edildi ve molekiil kiitlesi 85,11 kDa olarak hesaplandi.

8. SUMO-hCA IX fiizyon proteini SUMO proteazla kesilerek SUMO ve hCA IX
proteinlerinin birbirinden ayrilmasi saglandi.

9. 1ikinci kez Ni recine afinite kromatografisi kullanilarak hCA IX izoenzimi tek
basina %85,96 verimle, 290378 EU/mg spesifik aktivite ile 20,4 kat saflagtirildi. SDS-
PAGE ile enzimin saflig1 kontrol edildi ve molekiil kiitlesi 50,47 kDa olarak hesaplandi.
10. hCA IX izoenziminin karakterizasyonu yapilarak enzimin optimum iyonik siddet,
optimum pH, optimum sicaklik, stabil pH, Km, Vmax Ve Kear degerleri belirlendi (Cizelge
5.1).

11. hCA IX izoenziminin aktivitesi lizerine bazi antitiimor ilaglarin ve agir metallerin
etkileri esteraz aktivitesi yontemi ile in vitro olarak incelendi.

12. Inhibisyon etkisi gosteren ilag ve metallerin ICs degerleri hesaplandi (Cizelge 5.1).



13. Enzimi inhibe eden antitiimér ilaglar i¢in ayri1 ayr1 Lineweaver-Burk grafikleri

cizilerek K; degerleri ile inhibisyon tipleri belirlendi (Cizelge 5.1).

Yapilan ¢alismalarin toplu degerleri Cizelge 5.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 5.1. hCA IX izoenzimi igin yapilan tiim ¢alismalarin sonuglari

hCA IX izoenzimi i¢in Kinetik Cahsmalar

Optimum pH 9,0
Optimum Iyonik Siddet 100 mM Tris-SO4
Stabil pH 8,5
Optimum Sicaklik (°C) 45°C
Kwm (p-nitrofenilasetat) (mM) 0,33
Vmax(p-nitrofenilasetat) (EU/ml) 0,417
kcat(s™) 9,27
SDS-PAGE Metodu ile Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa)
SUMO-hCA IX flizyonu 85,11
hCA IX izoenzimi 50,47
Kimyasal Maddeler ICs50 (MM)
Ni* 19,47
Al*? 0,06
cu? Kiivet i¢i 0-25 mM konsantrasyon
araliginda belirli bir etki gdstermedi.
Ma*? Kiivet i¢i 0-25 mM konsantrasyon
: araliginda belirli bir etki gostermedi.
o2 Kiivet i¢i 0-25 mM konsantrasyon
araliginda belirli bir etki gdstermedi.
M2 Kiivet i¢i 0-25 mM konsantrasyon
n

araliginda belirli bir etki gostermedi.
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Antitiimér flaclar ICso (MM)
Paklitaksel 0,79
Dosetaksel 2,71
[rinotekan HCI 0,40
Etoposid 5,84
Kiivet i¢i 0-2670 uM konsantrasyon
Karboplatin araliginda belirli bir etki gdstermedi.
Kiivet i¢i 0-17,9 mM konsantrasyon
Sitarabin

araliginda belirli bir etki gostermedi.

Kalsiyum Folinat

Kiivet i¢i 0-2,11 mM konsantrasyon

araliginda belirli bir etki gostermedi.

Kiivet i¢i 0-5,5 mM konsantrasyon

Metotreksat araliginda belirli bir etki gostermed.
Cetuksimab Aktive etti.
Kiivet i¢i 0-70 uM konsantrasyon
Rituksimab araliginda belirli bir etki gdstermedi.
Kiivet i¢i 0-170 uM konsantrasyon
Sisplatin

araliginda belirli bir etki gostermedi.

5-Fluorouracil

Kiivet i¢i 0-38,5 mM konsantrasyon

araliginda belirli bir etki géstermedi.

Epirubisin HCI

Kiivet i¢i 0-360 uM konsantrasyon

araliginda belirli bir etki gdstermedi.

Fludarabin Fosfat

Kiivet i¢i 0-6,85 mM konsantrasyon

araliginda belirli bir etki gostermedi.

Gemsitabin HCI

Kiivet i¢i 0-13,4 mM konsantrasyon

araliginda belirli bir etki gdstermedi.

Sitozin Arabinozid

Aktive etti.

Ifosfamide

Kiivet i¢i 0-38,3 mM konsantrasyon

araliginda belirli bir etki géstermedi.
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Vinblastin Siilfat

Aktive etti.

Doksorubisin HCI

Kendisi absorbsiyon gosterdigi i¢in etkisi

belirlenemedi.

Kiivet i¢i 0-22 mM konsantrasyon

Dakarbazin araliginda belirli bir etki gostermedi.
Kiivet i¢i 0-1280 uM konsantrasyon
Vinorelbin araliginda belirli bir etki gdstermedi.
Kiivet i¢i 0-500 uM konsantrasyon
Doksitaks araliginda belirli bir etki gostermedi.
Kiivet i¢i 0-455 mM konsantrasyon
Bortazomib

araliginda belirli bir etki gdstermedi.

Mitoksantron

Kendisi absorbsiyon gosterdigi i¢in etkisi

belirlenemedi.
Kiivet i¢i 0-1250 pM konsantrasyon
Okzaliplatin araliginda belirli bir etki gdstermedi.
Antitiimér ilaclar Ortalama K (mM) Inhibisyon Tipi
Paklitaksel 1,65 Yarigsmasiz
Dosetaksel 1,86 Yarismasiz
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Elde edilen bu bulgulardan yaptigimiz ¢alismanin;

e CA IX izoenziminin inhibisyon mekanizmasinin daha ayrintili olarak
aydinlatilmasinda,

e CA IX’akars1 daha giiclii, spesifik ve etkili inhibitorlerin gelistirilmesinde,

e Metabolizmada hayati 6nem teskil eden CA IX izoenziminin aktivitesi ile kanserin
yayilimi arasindaki baglantinin daha net bir sekilde agiklanmasinda,

e Kanser tedavisinde kullanilacak yeni ilaglarin dizayn1 ve farmakolojik

uygulamalarinda,

yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacagini ve bu kapsamda literatiire 6nemli 6lgiide katki

saglayacagini diisiinmekteyiz.
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