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OZET

STREPTOCOCCUS MUTANS KARBONIK ANHIDRAZININ EKSPRESYONU,
SAFLASTIRILMASI, ELEKTROFORETIK VE KINETIK OZELIKLERININ
ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZi
NURCAN DEDEOGLU
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

KIiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. SEMRA ISIK))
(ES DANISMAN: YRD. DOC. DR. HATICE YILDIRIM)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2015

Dis ¢iirligli olusumuna sebep olan oral patojenik bakteri Streptococcus
mutans, B-sinifi karbonik anhidrazi (CA, EC 4.2.1.1), SmuCA, kodlar. Karbonik
anhidrazlar tiim canlilar aleminde karbondioksitin bikarbonat ve protona
hidrasyonu gibi basit ancak fizyolojik acidan G6nemli olan bir reaksiyonu
katalizler.

Bu calismada bazi klasik ve klinik siilfonamidlerin SmuCA {izerine
inhibisyon etkileri arastirildi. SMU 328 geni S.mutans UA159 genomundan
PCR’a dayali teknik ile ¢ogaltildi. SMU_328 geni pGEM-T Easy vektoriine ve
ardindan da pET30a ekspresyon vektoriine klonlandi. SmuCA’ nin ekspresyonu
E.coli BL21(DE3) igerisinde gergeklestirildi. SmuCA, Ni-NTA afinite kolonu ile
saflastirildi.  Enzimin safligt  Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) ile tespit edildi. Enzim aktivitesi ve inhibisyon
calismalar1 Stopped flow cihazi ile yapildi. SmuCA iizerine 40 adet siilfonamidin
inhibisyon etkisi arastirildi.

SMUCA Keat = 4.2 X 10° 5™ ve Kea/Km = 5.8 x 10" M™ x s ile CO;
hidrasyon reaksiyonu i¢in 1yi bir katalitik aktivite gOstermistir ve c¢ogu
stilfonamidler ile etkili bir sekilde inhibe edilmistir (K1 degerleri 246 nM — 13.5
uM). En etkili SmuCA inhibitorleri bromosulfanilamid, deasetile asetazolamid, 4-
hidroksimetilbenzensiilfonamid, pirimidin-yerdegistirilmis sulfanilamid,
aminobenzolamid ve yapica benzeri olanlar ile birlikte asetazolamid,
metazolamid, indisulam ve valdekoksib olarak belirlenmistir. Bu bilesikler 246 ve
468 nM arasinda degisen inhibisyon sabiti gostermislerdir.

ANAHTAR KELIMELER: Streptococcus mutans, karbonik anhidraz, p-smifi
enzim, ekspresyon, inhibitor, sulfonamid



ABSTRACT

EXPRESSION AND PURIFICATION OF STREPTOCOCCUS MUTANS
CARBONIC ANHYDRASE AND INVESTIGATION OF ITS
ELECTROPHORETIC AND KINETIC PROPERTIES
PH.D THESIS
NURCAN DEDEOGLU
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSIT. PROF. DR. SEMRA ISIK)
(CO-SUPERVISOR: ASSIT. PROF. DR. HATICE YILDIRIM)
BALIKESIR, JUNE 2015

Streptococcus mutans, the oral pathogenic bacterium provoking dental
caries formation, encodes for a p-class carbonic anhydrase (CA, EC 4.2.1.1),
SmuCA. Carbonic anhydrases catalyze a simple but physiologically important
reaction in all life kingdoms, the hydration of carbon dioxide to bicarbonate and
protons.

In this study the inhibition effects of some classical and clinical
sulfonamides on SmuCA were investigated. SMU_328 gene was amplified from
S.mutans UA159 genom by PCR based strategy. SMU_328 gene was cloned into
pGEM-T Easy vector and subsequently into pET30a expression vector. The
exypression of SmuCA was performed in E.coli BL21(DE3). SmuCA was
purified by Ni-NTA affinity column. The purity of enzyme was determined by
Sodium Dodesyl Sulfate Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE).
Enzyme activity and inhibition studies were performed by Stopped Flow
spectrophotometer. The inhibition effects of 40 sulfonamides on SmuCA were
investigated.

SmuCA has showed a good catalytic activity for the CO, hydration
reaction, with ke 4.2 x 10° st and ke/Km of 5.8 x 10 M? x s, and was
efficiently inhibited by most sulfonamides (K;s of 246 nM — 13.5 uM). The best
SmuCA inhibitors were bromosulfanilamide, deacetylated acetazolamide, 4-
hydroxymethylbenzenesulfonamide, a pyrimidine-substituted sulfanilamide,
aminobenzolamide and compounds structurally similar to it, as well as
acetazolamide, methazolamide, indisulam and valdecoxib. These compounds
showed inhibition constants ranging between 246 and 468 nM.

KEYWORDS: Streptococcus mutans, carbonic anhydrase, B-class enzyme,
expression, inhibitor, sulfonamide.
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1. GIRIS

Yillardir yapilan epidomolojik, biyokimyasal ve hayvan ¢aligmalar
Streptococcus mutans’ 1n insan dis ¢iirtiklerinin baslica etkeni oldugunu gostermistir
[1]. Dis giiriikleri uygar toplumlarda ¢ok yaygin bulunmasi nedeniyle halk saglig
i¢in en dnemli problemlerden biridir [2]. Tedavi edilmemis dis ¢iiriikleri S. mutans’
in kan dolasimina karigmasina ve eger tedavi edilmezse bazen bakteriyemi, infektif
endokarditis ve kalp kapakgigi enfeksiyonu gibi 6liimciil olabilen ¢esitli siddetli
enfeksiyonlara sebep olmaktadir [3]. Asidojenik ve asidurik olmalarinin yanisira, S.
mutans’ larin fazla miktarda intrasellular ve ekstrasellular polisakkaridleri
tiretebilmelerinin kariyojenizitelerinde biiylik rol oynadigina inanilmaktadir. S.
mutans’ 1 dis ¢lriiklerinin etiyolojik ajani olarak kesfedilmesiyle birlikte, hastaligin
engellenmesi i¢in antimikrobiyal ajanlar ve asi hazirlamada hedef olarak tiim
dikkatler bu bakteri iizerine odaklanmistir. Geleneksel ilaglar genellikle bakteriyel
enfeksiyon i¢in etkili bir antibiyotik terapi saglar. Ancak, antibiyotige direng
problemi ve bu duruma yeni ¢6ziim arayisinda da bir artis olmaktadir. Son yillarda,
S. mutans izolatlar1 tedavi i¢in kullanilan yaygin antibiyotiklere karsi biiyiik 6l¢iide

direng gostermeye baglamistir [4].

Gram pozitif ve gram negatif, her ikisini de igeren bakteriler (Staphylococcus
aureus, Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori, Brucella suis,
Streptococcus pneumoniae, vs.,) ¢ogu antibiyotige yanit vermemekte [5] ve bundan
dolayr da ¢ok farkli siniflara ait antibiyotige direncin artmasi da diinya ¢apinda bir
problem olmaktadir [6, 7]. Cogu bakteriyel patojenin genomlarmin klonlanmasi
hayat dongiileri i¢in gerekli onemli olan viriilans faktorlerinin veya proteinlerin
inhibisyonu i¢in alternatif yollarin kesfini miimkiin kilmaktadir [8]. Son yillarda
yapilan ¢aligsmalarda, karbondioksit’ in bikarbonat ve protona hidrasyonu gibi basit
ancak fizyolojik acidan dnemli siiregleri katalizleyen bir enzim sinifi uygun bir ilag

hedefi olarak kesfedilmistir. Bu enzimler karbonik anhidrazlar (CA, EC. 4.2.1.1)
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olarak adlandirilir ve tamamen metalloenzimlerdir. CO, ve HCOj3; arasindaki
reaksiyon noétral pH civarinda kendiliginden meydana gelse de oldukca yavas
gerceklestigi i¢in biyolojik sistemlerde CA enzimi 6nemlidir.[9]. Karbondioksitin,
bikarbonat ve protona hidrasyonu gibi basit ancak olduk¢a 6nemli bir reaksiyonu
katalizlemesiyle bakteriyel CA’lar, muhtemelen hayatta kalabilme, invasyon ve
potojenite gibi bakteri yasam dongiisiiniin en kritik asamalarinda rol almaktadir [8].
CO,, bikarbonat ve proton tiim canlilar aleminde (Bakteri, Archaea ve Okaryotlar)
cogu Onemli fizyolojik siireglerde gerekli olan molekiil/iyonlardir ve bu
organizmalarin  farkli doku/hiicrelerinde goreceli olarak yiiksek miktarda
bulunmalarindan dolayr Karbonik anhidraz enziminin genetik olarak 6 farkli enzim

simifi (a-, B-, y-, 8-, (- ve n-CA) bulunmaktadir [10, 11].

Karbonik anhidraz ailesinin ii¢ siifi (a, B, ve y) bakterilerde yaygin olarak
bulunur ve aminoasit dizilisleri agisindan 6nemli sayilabilecek bir benzerlik
gostermemektedirler. y-sinift CA’ lar 6zellikle archaea ve bakteride bulunmasinin
yanisira bazi bitkilerde de bulunurlar. Her nekadar yakin bir zamanda mitokondride
lokalize olan bu smifin bir iiyesi Drosophila da bulunmus olsa da B-sinifi CA’ lar
bitkiler, algler, fungi, 6bakteri ve arkea da bulunur. a-sinifi CA’lar Arkea hari¢ ¢ogu
gruplarda bulunurlar ve hayvanlarda baskin siniftirlar. & ve {-simnifi CA’ lar deniz
mikroorganizmalarinda bulunurken son smif (n-sinifi) CA ise Del prete ve ark.

Tarafindan protozoan parazit Plasmodium falciparum’ da kesfedilmistir [10, 12].

Su ana kadar memelilerde molekiiler 6zellikleri, oligomerik diizenlenmeleri,
ekspresyon seviyeleri, hiicresel lokalizasyonu, doku dagilimi, katalitik aktivite ve
cesitli inhibitdér siniflarina verdikleri tepkiler yoniinden farklilik gosteren 16 farkh
(insanlarda ise 15 farkli)) a-CA izoenzimi veya CA-iliskili protein (CARP)
saptanmigtir. Bes sitozolik formu (CA I, II, III, VII ve XIII), bes tane membran bagl
(CA 1V, IX, XII, XIV ve XV), iki mitokondriyal form (CA VA ve VB) ve bir salg1
CA izoenzimi CA VI (tiikiirtik ve siitte) vardir [13]. Ayrica CA gen ailesine ait olan
iic tane CA-iliskili protein (CARP) ve ¢ekirdekte bir tane NonO/p54™ formu tespit
edilmistir [11, 14].



CA izoenzimlerinin farkli dokularda bulunmasi sonucu dokular ve akciger
metabolizmas1 arasinda COy/bikarbonat transportu ve solunum, pH ve CO;
homeostasisi, ¢esitli doku/organlarda elektrolit salinimi, biyosentetik reaksiyonlar
(glokoneogenez, lipogenez ve iireojenez gibi), kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon,
timor olusumu ve pek c¢ok diger fizyolojik ve patolojik siirecler ile ilgili dnemli
fizyolojik olaylarla baglantilidir [15]. Cesitli fizyolojik siireclerdeki bu 6nemli rolleri
ve farkli insan hastaliklariyla iliskisinde goriilen anormal aktivite seviyeleri CA’ lar
biyomedikal uygulamalarda inhibitor veya aktivitor dizayni igin 6nemli bir hedef
haline getirmislerdir [13]. Ayrica cesitli aktivatorlerle CA aktivasyonu da giin
gectikce Onem kazanmaktadir. Bu bilesikler Alzheimers’ hastaligi, yaslanma,
O0grenme ve hafiza zayiligi ile iliskili durumlarda farmakolojik ajan olarak 6nemlidir

[16].

B-smifi CA’ larin omurgalilarda bulunmayip, bakterilerde yaygin olarak
kodlanmast ile klinik olarak kullanimda olan ¢ogu antibiyotiklere gelistirilen direng

problemi olmaksizin antibakteriyel ila¢ olarak hedef alinmaktadir [8].

Son galismalar bakteriyel CA’ lar1 hedef alan ¢ogu sulfonamid/ sulfamat
simifina ait olan ¢esitli CA inhibitorlerini belirlemislerdir. Patojenin yasam
dongiisinde CA’ larmn roliiniin anlasilmasinda ve CA inhibisyonunun yeni tiir
antibiyotiklerin kesfi i¢in alternatif bir yol olusturup olusturamayacagini bulmak i¢in
bu inhibitor siiflar biiylik 6nem arz etmektedir. Antibiyotik direng probleminin giin
gectikce artmasiyla patojenin yasam dongiisiinde 6nemli bir basamagi inhibe eden bu

alternatif bilesiklerin kesfi olduk¢a dnemlidir [8].

1.1 Streptococcus mutans

Ciftler veya kisa ve orta uzunlukta zincirler halinde bulunup 0.5-0.75 pum
capmndadirlar (Sekil 1.1). Kapsiilsiizdiirler. Gram(+), katalaz(-), ve koloniler

hareketsizdir. Mikrobiyal dental plaktan izole edilen mutans streptokoklarin c, e ve f
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serotipleri mevcuttur. Streptococcus mutans grubu morfolojik ve fizyolojik

ozelliklerine gére homojen bir grup olustururlar [17].

7N # s e = 4

Sekil 1. 1 Streptococcus mutans kolonilerinin elektron mikroskop goriintiileri[17]

Insan agiz florasmin bir 6gesi olan S. mutans, biiyiik oranda dis ¢iiriigiiniin
ana etyolojik etkeni olarak kabul edilmektedir. Agiz boslugu igindeki sartlar ug
noktalarda hareket edecek kadar ¢ok degisken ve karmasiktir. Bu nedenden dolayz,
ag1z boslugunda yasamaya devam edebilmek icin, S. mutans, ¢cok keskin g¢evresel
degisimlere ve farkli toksik maddelere karsi dayanabilmelidir. Ne var ki, ¢iiriikk
yapict bu patojenin hayatta kalabildigi ve bdylesi ug¢ ¢evresel sartlar altinda
cogalmaya devam edebildigi mekanizmalar bu konuyla ilgili ¢ok az arastirma

yapildigi i¢in biiyiik oranda bilinmemektedir [18].

Oral streptokok larin 25 tiirii agiz boslugunda yasamaktadir. Her tiir, farkli
ag1z bolgesinde koloni kurmak, rekabet i¢inde oldugu bakterilerle degisen kosullarda
miicadele edebilmek ve dig saldirilar karsisinda hayatta kalmak icin farkli 6zgiin
ozellikler gelistirmistir. Mikrobik biotadaki dengesizlikler agiz hastaliklarina neden
olabilir. Ozel sartlar altinda, komensal streptokoklar hastalik yapan ve konakgciya
zarar veren firsatgr patojenlere doniisebilir. Agizdaki streptokoklar arasinda hem
zararsiz hem de zararli bakteriler vardir. Streptococcus mutans dis ¢iiriigline eslik
eden en Onemli bakteridir. Bu karmasik bakterinin taksonomisi heniiz deneme
asamasindadir [19]. 1970 yilinda yapilan bir ¢caligmada agiz boslugundaki toplam
streptokoklarin % 39'unu olusturan S. mutans'in ¢ogunlukla disteki ¢iiriik alanlarinda
ve catlaklarda oldugu bulgulandi. Daha az sayida S.mutans'in ise yanak yiizeyinde
(% 2-9) oldugu gosterilmistir [20].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Taksonomi

Streptococcus mutans genom analizine gore Streptococcus mutans NN2025
ve Streptococcus mutans UA159 olmak iizere genetik agidan birbirine biiyiik oranda
benzer iki soy bulunmaktadir. Streptococcus mutans UA159 soyu, 2042 gen, 1960
protein, 15 rRNA, 65 tRNA igermektedir. S. mutans’ larin ORF (agik okuma
cergevesi)’lerinin 80% si S. mutans soylart arasinda korunmustur. Bu S. mutans
genomunun, diger Streptococcus tiirlerinden daha stabil oldugunu gosterir. Vejetatif
bliylime genlerinin ¢ogu yiiksek oranda korunmustur. Karbohidrat metabolizmasi S.
Mutans’ 1 yasamini siirdiirebilmesi i¢in olduk¢a onemlidir ve ¢esitli sekerlerin
metabolizmasi, transportu, karbohidratlarin fermentasyonu i¢in gerekli genler UA159

ve NN2025 soylar1 arasinda korunmustur [1, 21].

S. mutans ¢ok cesitli karbohidratlar1 nonoksidatif yolla metabolize eder ve bu
metabolik yollarin hepsi aydinlatilmis ve genomun yaklasik % 15’1 transport
sistemiyle ilgilidir. Virulans genleri, ektraselliilar adherent glukan iretimi,

adhesinler, asit toleransi, proteazlar ve hemolisinler belirlenmistir [1, 22].

S. mutans UA159, genomunda a- ve B-CA olmak iizere karbonik anhidraz
enzimine ait iki gen bulunmaktadir. a-CA’ y1 kodlayan SMU1595 geni 771 baz
ciftinden (256 aa), B-CA’ y1 kodlayan SMU328 geni ise 501 baz ¢iftinden ( 166 aa )

olusmaktadir.

1.2  Karbonik Anhidrazlarin Dagilim

Son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda solunum, karbondioksit transportu
ve fotosentez gibi Onemli fonksiyonlar1 gergeklestiren CA’ larin prokaryotlarin
¢ogunda bulundugu ortaya ¢ikmustir [15]. Bakteriyel CA’lar, muhtemelen hayatta
kalabilme, yayillma ve potojenite gibi bakteri yasam dongiisiiniin en kritik

asamalarinda rol almaktadir. f-CA’ larin Candida albicans, Candida glabrata,
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Cryptococcus neoformans ve Saccharomyces cerevisiae gibi fungi/maya [23-26] ve
Mycobacterium tuberculosis, Brucella suis, Salmonella typhimurium, Helicobacter
pylori, Streptococcus pneumoniae, Legionella pheumophila ve Haemophilus
influenzae gibi bakterileri [27-29] igeren ¢esitli patojenik organizmalarda bulundugu
bildirilmigtir. Aslinda, Neisseria spp. ve H. Pylori’ den a-CA’ lar ve E. coli,
H.pylori, M.tuberculosis, Brucella spp., S. pneumoniae, S. enterica, and H.
Influenzae’ dan B-smif CA’lar klonlanmis ve karakterize edilmistir. Bunlardan
bazilarmin katalitik/inhibisyon mekanizmasinin 1iyi bir sekilde aydinlatilmasina
yardimer olan yiiksek ¢ozliniirliikte X-ray kristal yapilart da belirlenmistir [8].
Malaryaya neden olan Plasmodium falciparum protozoaninda iki farkli a-CA’nin
varhigi kesfedilmistir [30]. Heinhorst ve ark. Halothiobacillus neapolitanus’tan CA

saflastirmislar ve karakterizasyonunu yapmuslardir [31].

Yiiksek bitkiler, alg ve siyanobakteride CA ailesinin 3 iiyesinin de bulundugu
bilinmektedir. Ornegin, Arabidopsis genom analizleri bu bitkide en az 14 farkli CA
bulunmasina karsin tek hiicreli yesil alg Chlamydomonas reinhardtii’de sadece 6 CA
izoenzimi bulundugunu gostermistir. Alglerde, CA mitekondri, tilakoid kloroplast,
sitoplazma ve periplazmik boslukta bulunmaktadir. C3 dikotiledonlarda 2 tip CA
izole edilmistir, bunlardan biri kloroplast stroma digeri ise sitoplazmada bulunurken,
C4 bitkilerde bu enzimler CO, fiksasyonunda bulunan ilk enzim fosfoenolpiruvat
(PEP) karboksilaz1 saglayan mezofil hiicrelerde bulunurlar. CAM (Crassulacean Asit
Metabolizmasi) bitkilerde CA enzimleri sitozol ve CO; fiksasyonuna dahil olduklari
kloroplastlarda bol miktarda bulunur. Bu enzimler karasal bitkilerde olduk¢a bol
bulunurlar ve atmosferik CO, miktart ve dolayisiyla kiiresel 1sinma ile alakali
olduklar diistiniilmektedir [15]. Methanosarcina thermophila’dan, kirmizi alg olan
Porphyridium purpureum ve dikotil bir bitki olan Pisum sativum’dan CA

izoenzimleri saflagtirllmigtir [32-34].

y-Smif CA’larin ilk 6rnegi, ’Cam’’, metanojenik arkeon Methanosarcina
thermophila’ dan izole edilmistir. Cinko ve yerdegistirmis kobalt igeren Cam’in
stilfat veya bikarbonat ile birlikte kristalizasyonu yapilmistir [35]. Ayrica P.

tricornutum (UTEX642)’ da bulunan B-sinif CA’ ya ek olarak diatomlarda iki yeni
6



intrasellular CA belirlenmistir. Bunlar T. weissflogii’ den TWCA1 (3-CA) ve
CDCA1 ((-CA). TWCAI metal merkezi a-CA’ ninkine benzeyen ve in vivo Co
metali, Zn ile yer degistirebilir. CDCA1 ({-CA) ise kadmiyum igeren bir CA
enzimidir. Bu enzimlerin fotosentez i¢in inorganik karbon ihtiyaglarina ve metalin

yeterliligine gore metal degisimi yapabildikleri bildirilmistir [36] .

Insanlardaki CA’nin tiim izoformlari iizerinde ¢alismalar yapilmistir. Ayrica
tavsan, rat, balik, maymun, deve kusu, sigir CA’lart saflastirilmis ve bu enzimlerin

bazi 6zellikleri incelenmistir [37-39].

1.3 Karbonik Anhidraz Ailesinin Siiflandirilmasi

Meldrum & Roughton ve Stadie & O'Brien tarafindan 1933’ de karbonik
anhidraz enziminin ilk kesfinden bu yana yapilan ¢alismalar sonucunda s6z konusu
enzimin Okaryot ve prokaryotlarda yaygin bir sekilde bulundugu ve literatiirde a-, 3-
, Y-, 0-, (- ve n-CA olmak iizere birbirinden farkli 6 gen ailesi tarafindan kodlandigi
goriilmektedir. Bu smiflarin 6nemli bolgelerinde aminoasitlerinin farkli olmasi,
katlanmalarinin ve dolayisiyla yapilarinin da farkli olmasina sebep olmaktadir.
Ancak aktif bolgelerinde Zn** atomu igermesi ve reaksiyon mekanizmasinin ayni
olmasi son derece ilgingtir [40, 41]. Farkli smiflar1 arasinda 6nemli bir dizi
benzerliginin olmamasi1 6zelligi ile karbonik anhidraz ailesi katalitik fonksiyonun

yakinsak evrimine ¢ok iyi bir 6rnek teskil etmektedir [40].

1.3.1 o-Smifi CA

Su ana kadar memelilerde molekiiler 6zellikleri, oligomerik diizenlenmeleri,
ekspresyon seviyeleri, hiicresel lokalizasyonu, doku dagilimi, katalitik aktivite ve

cesitli inhibitor siniflarina verdikleri tepkiler yoniinden farklilik gosteren 16 farkli o-
7



CA izoenzimi veya CA-iligkili protein (CARP) saptanmistir. Bes sitozolik formu
(CA 1, 11, I, VII ve XIII), bes tane membran bagli (CA IV, IX, XII, XIV ve XV), iki
mitokondriyal form (CA VA ve VB) ve bir salgi CA izoenzimi CA VI (tiikiiriik ve
stitte) vardir [13]. Sitozolik CA 1, 11, 111, VII, ve X1l ve mitokondrial CA VA ve VB
sadece CA domaini; membrana bagh CA 1V, IX, XII, ve XIV transmembran
baglantisi, CA IV hari¢ ayrica sitoplazmik kuyruk, CA IX ise N-terminal
proteoglikan benzer domain igeren tek izozimdir; CA VI salgilanir ve kisa bir C-
terminal uzantisi igerir. Avyrica cekirdekte bir tane NonO/p54™ formu tespit
edilmistir [14]. Ek olarak CA gen ailesine ait olan {i¢ tane CA-iliskili protein (CARP)
vardir [11, 42]. Aslinda, bunlardan bazilar1 ( CA I ve II gibi) olduk¢a yaygindir ve bu
sebeple de bazi hastaliklarin tedavisinde inhibitorler i¢cin hedef olmaktadirlar. Ancak
baz1 durumlarda da inhibisyonundan kagimilmalidir (6rnegin, tiimdrlerde CA IX ve
XII’ nin inhibisyonu gerektiginde CA I, I, VA, ve VB’ nin aktivitesini etkilemeyen
bir inhibitor segilmesi gerekmektedir) [43].

Karbonik anhidraz asagidaki reaksiyonu katalizler:

C0, + H,0 s HCO; + H*

Metal iyon (tim o-CA’ larda Zn®*") Kkataliz icin 6nemlidir. X-ray
kristallografik veriler, metal iyonun aktif bolgenin 15°A derinliginde bulundugunu ve
enzimatik olarak aktif olan biitiin CA’larda {i¢ histidin rezidiisii (H94, H96 ve H119)
ve bir su molekiilii/hidroksit iyonu ile koordine oldugunu gostermistir (Sekil 1.2A)
[15, 44]. Histidin gruplarinin, His64, His4, His3, His17, Hisl5 and His10’ i de
igeren, aktif bolge ve c¢evresi arasinda proton mekigine katildigr da kanitlanmistir.
GIn92 ve Phel31 ise ¢ogu sulfonamid/siilfamat inhibitorlerini baglamada énemlidir
[11, 13]. Aktif merkezde Zn?* iyonu ile koordine olan su, ayn1 zamanda Thr199’un
hidroksil kismi ile hidrojen bagi olusturmustur. Thr199, Glul06’nin karboksilat
kismi ile de bagl olmas1 dikkat ¢ekicidir. Bu etkilesimler Zn*" ile koordine olan su
molekiiliiniin niikleofil karakterini artirdig1 gibi substrati (CO,), niikleofil atak i¢in

2+,

uygun konuma yonlendirmesi de Onemlidir. Zn“"’ ya baghh enzim aktif formu

baziktir(a). Bu gii¢lii niikleofil, hidrofobik cepte komsulariyla bagli bulunan CO,
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molekiiline saldirarak (b) Zn*" ile koordine bikarbonatin olusumuna yol acar (c).
Daha sonra bikarbonat iyonu su molekiilii ile yer degistirerek ¢ozeltiye gecer, enzim
su molekiiliiniin Zn®* iyonu ile koordine oldugu katalitik olarak inaktif asidik

formuna doner (Sekil 1.2B) [44].

Hidrofobik Cep

Val 121
Val 143
Leu 198
|
Higo4 ;{—'G n92 O\\C
His118 R0 N ) . %
. o rco, o
- s | -to HisB4 2+ —“— 2+
N=Z1"3 ey~ = ~O. Lan ' /Zn\H /Zn\H
P - | i .
‘HN-J \, H His 94 \ is 119 His 94 \ is 119

. (8 His 96 His 96
Gl O H™ '

b {D tc%HlsﬂE 2 i

0 o

— i H H,
N iy [ >\T””‘3‘9 9 HN-g B L -BH"
':i" ..1, 1 \ . ) n —NH ...r{:p' OH, H\
o PLr M ____:i o Asn244q |2+ +H,0 ¢}
Iy Wy Trps Zr{\ —_ Z|nz/o
His 119 -HCO
His 94 His 96 3 Hisg{ \\Hisllg
His 96
A B
d c

Sekil 1.2. o-CA 1I izoenzimi; A. aktif bolge, B. reaksiyon mekanizmasi [44]

C. reinhardtii periplazmik CA’simnin iki tane 37 kDa ve iki tane 4 kDa’dan
olusan bir heterotetramer olmasina ragmen, ¢ogu a-CA’lar yaklasik 30 kDa molekiil
agirligina sahip monomerler olarak aktiftirler. a-CA’lar ayn1 zamanda 6bakteriler,
algler ve yiiksek bitkilerde de bulunmustur. Ornegin, sz konusu izoenzimler bir
tane siyanobakteride, ii¢ tane yesil alg C.reinhardtii ve Dunaliella salina’da tespit
edilmistir [45-47]. a-CA’ lar Neisseria gonorrhoeae, Helicobacter pylori, Vibrio

cholerae gibi patojenik organizmalardan da klonlanmis ve karakterize edilmistir [48-
50].



1.3.2 B-Smmfi CA

a-CA’ larin aksine, B-CA’ lar bakterilerde daha yaygin olarak bulunurlar[51].
Cogu bakteriler, baz1 archaealar, protozoan, fungiler, algler ve yiiksek bitkilerin
kloroplastlar1 B-sinifina ait olan CA’lar1 ihtiva eder. Ancak son zamanlarda bocek
Drosophila melanogaster ve kurtguk Caenorhabditis elegans gibi iki omurgasiz
tirde B-CA bulundugu bildirilmistir [52]. Ayrica yesil alg C. Reinhardtii
mitokondrisinde B-CA kesfedilmistir. Baz1 prokaryotlar ¢oklu B-sinmifi CA dizisi
icerirler (bkz. EK A, Tablo Al.). Ornegin, Bacillus subtilis, Caulobacter crescentus,
E. coli, Mycobacterium avium, Streptomyces coelicolor, Synechocystis sp. 6803 soyu
ve Y. Pestis’ in her biri iki dizi icerirken, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
tuberculosis, ve Pseudomonas aeroginosa ii¢ dizi igerir. Bu ¢oklu genlerin fizyolojik
Oonemi bilinmemesine ragmen, insan izoenzimlerinde oldugu gibi karbonik
anhidrazlarin ¢oklu fonksiyonlar1 gergeklestirmek icin birgok enzime ihtiyag

duydugu varsayilabilir [40].

Bu enzimler ile a-CA’larin arasindaki en onemli fark, B-CA’lar1 genellikle
25-30 kDa molekiil agirligina sahip 2-6 kadar monomerlerden olusan oligomerlerdir.
Bu iki siif arasindaki diger bir 6nemli farklilik ise aktif bolgedeki ¢inko iyonuna
baglanmak igin kullanilan amino asit reziidiileridir [53]. Incelenen bazi B-CA’larin
(E. coli, H. influenza [54], M. tuberculosis [7, 8], Sordaria macrospora [55],
Neisseria gonorrhoeae [56] ve bir S. enterica (StCA 1) [5]. X-ray yapilari
belirlenmistir. Bu enzimlerin ii¢ boyutlu katlanmalari korunmustur ve Sekil 1.3.’de
gosterilen S. enterica (stCA 1) B-CA’ninkine benzerdir. Uzun kanallardan olusan iki
aktif bolgenin derinliklerinde bulunan katalitik ¢inko iyonunun Cys42, Asp44,
His98, ve Cys101 ile tetrahedral geometride koordine oldugu saptanmistir [8, 57].
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Sekil 1.3. Dimerik stCA 1’ in X-ray kristallografik gdriiniimii. Monomerlerden biri kirmizi
digeri ise mavi ribbon olarak gdsterilmistir. Zn(II) iyonu (sar1 toplar) ve ligandlar ( Cys42,
Asp4d4, His 98 ve Cysl01) sart gubuk seklinde gosterilmistir. Iki aktif site 6zdes ve
derinliklerindeki uzun kanalda Zn(Il) iyonu tetrahedral geometride bulunmaktadir ( "kapal1”
aktif bolge)[57].

a-CA’larin aksine, kirmizi alg P.purpureum B-CA’s1 ve P.sativum kloroplast
B-CA’sinda ¢inko iyonunun iki sistein ve bir histidin rezidiisii ile koordine edildigi
bulunmustur (Sekil 1.4). Bu, biitiin B-CA dizi analizleri arasinda dizi analizi
homolojisine dayali tahminler ile ortiismektedir. Polipeptid zincir katlanmalar1 ve

aktif bolge yapisi a-CA’lardan farkli oldugu agikga goriilmektedir [58].

B-CA’ larm P.purpureum gibi bazi iiyelerinde ¢inko iyonu dordiincii
koordinasyonunu aspartat rezidiisii ile gergeklestirirken, P.sativum kloroplast f-CA’

nin a-CA’ lardaki gibi ¢inko iyonunu dordiincii koordinasyonu su ile gerceklestirdigi

goriilmektedir.
0 A
ﬁ/\Asp rezidiisii
OH,
(6] S 2 R
Cys rezidiisii | /Cys rezidiisii
Zn—S /Zn—S
g\ —s7 \
Cys rezidiisii N@\ Cys rezidiisii 23\
4N His rezidiisii N His rezidiisii
H H
A B

Sekil 1.4 B-CA’larin Zn(II) koordinasyonunun gosterimi: A: P.purpureum ve E.coli, B: P.
sativum kloroplast ve M. thermoautotrophicum enzimi [15].

P. purpureum CA’ s1 i¢in yapilan X-ray kristallografik analizlere gore, s6z
konusu enzimin aktif bolgesinde bulunan c¢inko iyonu Cys403’ un S-y atomu,

His459’ un €2-N atomu, Cys462’ nin S-y atomu ve Asp405’ in O-y2 atomu ile
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tetrahedral geometride koordinedir. Su molekiilii ¢inko iyonuna dogrudan bagl
olmamasina karsilik Asp405° e ait oksijen atomuyla hidrojen bagi olugturmaktadir
(Sekil 1.5.1 ve 2B). Proton transfer reaksiyonu aspartat rezidiisiiniin karboksil kismi
ile koordine su molekiiliiniin daha sonra ¢inko iyonu ile trigonal bipramid
geometrisinde koordine olacak olan hidroksit iyonunun olusmasi vasitasiyla
meydana gelmektedir (Sekil 1.5, 2B). Bu nedenle giiglii niikleofil enzimin hidrofobik
cebinde bulunan CO,’ ye saldirarak (Sekil 1.5, 2C) ¢inko iyonuna bagl bikarbonat
olusur (Sekil 1.5, 2D). Bu ara reaksiyon a-CA’ nin katalitik donglisiine benzese de
(Sekil 1.5, 2C), B-sinifi enzim baslangicta ¢inko iyonuna aspartat rezidiistiniin bagl

olmasi ile farklilik gostermektedir [15].

O
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Sekil 1.5 Prokaryotik B-CA’lar i¢in Onerilen katalitik mekanizma (P.purpureum enzim
numaralandirmasi [15, 58].

1.3.3 v-Smifi CA

y-smifit CA ilk olarak Methanosarcina thermophila’ da (Cam) kesfedilmistir.
Bu trimerik molekiil a-simnifi CA’dan tamamen farkli katlanma gostermektedir. y-

simifi CA’ larin prokaryotlarda bulunmasina ragmen okaryotlarda bulunmamas: da
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oldukga ilgingtir. Bazi y-CA’lar Zn®" iyonu igerdigi gibi, bazilarmimn da kobalt (Co)
igerdigi saptanmustir [40, 59].

Methanosarcina thermophila’da metal iyonunu koordine eden histidin
rezidiilerinin iki tanesi (His81 ve His122) bir monomere aittir (Monomer A), diger
ticlinciisii ise (His117) bir baska monomere aittir (Monomer B). Bdylece, ti¢ aktif
bolge, monomer ¢iftleri arasindaki arayiizeyde localize olmaktadir (Sekil 1.6).
Ayrica aktif bolgede ¢inko iyonu ek su molekiilleriyle de koordine olduklari i¢in Zn-
iceren Cam i¢in koordinasyon geometrisi trigonal bipiramid iken, Co-igeren Cam
icin oktahedraldir. Katalitik mekanizmas1 a-sinift CA’larin mekanizmasina benzer

oldugu belirlenmistir [35].

Sekil 1.6. A, Methanosarcina thermophila CA’s1, 69 kDa (homotrimer); B, y-CA’nin
aktif bolgesinde metal ligasyonu[35].

1.3.4 6-Simfi CA

0-Smifi en az arastirilan CA sinifidir. Aslinda sadece X-ray Kristal yapisi
aydinlatilmadigr gibi kinetik veya inhibisyon verileri de detayli olarak

aydinlatilmamistir. Son zamanlarda marin diatom Thalassiosira weissflogii’den 6-
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CA (TweCA veya TWCAI1 olarak adlandirilmaktadir) klonlanmis karakterize

edilmis ve bazi anyon ve sulfonamid inhibisyon ¢aligmalar1 yapilmistir [60, 61].

Morel ve ark., bu enzimin a-siifi memeli CA’sia benzedigini gostermistir.
Aslinda 3-CA’ nin katalitik olarak 6nemli olan Zn(II) iyonunun {i¢ histidin ve bir su
molekiiliiyle 2 A mesafede koordine gibi goriinmektedir. TWCA1 diger bilinen
CA’lar ile higbir dizi homolojisi olmayan yaklagik 27 kDa’ luk bir proteindir.
TWCALI enzimi diisiik pCO; ile diizenlenir ve sinirli Zn(Il) iyonu kosullar1 altinda,
aktif bilgedeki ¢inko iyonu Co (II) iyonu ile in vivo yer degistirebildigi saptanmistir.
0-CA’larin haptohitler, dinoflagellatlar, diatomlar ve klorofitik prasinoitleri de igeren
marin fitoplanktonda yaygin olarak bulunmasina ragmen, bu enzim hakkinda detayh

bilgi heniiz bulunmamaktadir [60, 62].

1.3.5 &-Smfi CA

C-smifi CA enzimi ilk olarak Thalassiosira weissflogii’den (CDCAL olarak
adlandirimaktadir) karakterize edilmistir. Ayrica CDCA1, Cd(Il) iceren CA enzimine
ilk ornektir ve yaklasik 69 kDa’ luk bir aktif enzimi olusturan ii¢ benzer tekrardan
(R1, R2, R3) olugsmaktadir (Sekil 1.7). Her iki tekrarda da, CDCA1-R1 ve CDCA1-
R2, iki sistein, bir histidin rezidiisli ve bir su molekiiliiyle sik1 bir sekilde tetrahedral
geometride koordine olmus metal iyonu aktif bolgenin huni seklindeki cebinin
derinliklerinde lokalize olmustur. Iyonlarin bulunabilirligine bagli olarak aktif
bolgesinde fonksiyonel olarak Cd(Il) veya Zn(II) iyonlarini kullanabilmesinden
dolayr, CDCA1 kambialistik (coklu veya degisik metal baglayic1) enzim olarak
siiflandirilmaktadir. Yapilan kinetik ¢alismalar enzimin hem Cd(II) hem de Zn(II)
Ilyonuyla yiikksek CA aktivitesi sergilemesine ragmen, ¢inko ile biraz daha yiiksek
katalitik etki sergiledigini gostermistir [60, 62].
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A R3 active site

R2 active site

Sekil 1.7 (A) CDCA1 Enziminin yapist. R1, R2 ve R3 tekrarlar1 sirastyla kirmizi, mavi, ve
yesil renkte gosterilmistir. Ara yiizey bolgeler sar1 (R1-R2), macenta (R2-R3) ve
acik mavi (R1-R3). Ug aktif bolge oklarla gosterilirken, korunmamus rezidiiler top
ve cubuk seklinde gosterilmistir. (B) araylizey hidrojen bagina katilan rezidiilerin
biiyiitiilmesi ( top ve gubuk seklinde)[62].

1.3.6 n-Smifi CA

Supuran ve ark., ¢ok kisa bir siire Once patojen malaria Plasmodium
falciparum’ dan yeni bir CA iyesi kesfettiler ve bu yeni smif nm-simifi olarak
adlandirildi. a-, y- ve o- smifi gibi, n-smifi {i¢ histidin rezidiisii ve bir katalitik su
molekiililyle koordine Zn(Il) iyonu icerdigi diisliniilmektedir. Bu sinif a-sinifina
benzese de bazi acilardan farkliliklari vardir: (1) m-smifi i¢in Ongoriilen aktif
bolgedeki ¢inko iyonu ile koordine histidin rediziilerinin koordinasyonu x, X+2,
X+24 iken o-smifinda x, x + 2, x + 25 pozisyonundadir ( X, proteinin amino asit
dizisinde ilk koordine histidin rezidiisiiniin pozisyonunu gostermektedir, 6rnegin
insan CA’ simnda X=94); (II) proton mekik rezidiisii (His64) ve bekgi (gatekeeper)
rezidiisti Glu106 ve Thr199, tiim a-CA’larda korunmasina ragmen, bulunmamaktadir
[10].

Ayrica 1-CA enzimi, a-CA’ ya kiyasla (260-280 amino asit rezidiisiinden
olusan polipeptid zinciri) oldukca fazla sayida amino asit rezidiisiinden (600 amino

asit rezidiisiinden olusan polipeptid zinciri) olugsmaktadir [10, 63].
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1.4  Karbonik Anhidrazlarin Fizyolojik Fonksiyonlari

CA izoenzimlerinin farkli dokularda bulunmasi sonucu dokular ve akciger
metabolizmas1 arasinda COy/bikarbonat transportu ve solunum, pH ve CO,
homeostasisi, ¢esitli doku/organlarda elektrolit salinimi, biyosentetik reaksiyonlar
(glokoneogenez, lipogenez ve lireojenez gibi), kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon,
timor olusumu ve pek c¢ok diger fizyolojik ve patolojik siirecler ile ilgili dnemli
fizyolojik olaylarla baglantilidir (Tablo 1.1) [15]. Cesitli fizyolojik siireglerdeki bu
onemli rolleri ve farkli insan hastaliklariyla iligkisinde goriilen anormal aktivite
seviyeleri CA’ lar1 biyomedikal uygulamalarda inhibitér veya aktivitdr dizayni i¢in
onemli bir hedef haline gelmislerdir [13]. Ayrica gesitli aktivatorlerle CA
aktivasyonu da giin gectikce Onem kazanmaktadir. Bu bilesikler Alzheimers’
hastalig1, yaslanma, 6grenme ve hafiza zayilig ile iliskili durumlarda farmakolojik

ajan olarak dnemlidir [16].

CA I ¢ogu dokuda bulunmaktadir, ancak Feeener’in grubunun [64] seminal
calismasi bu enzimin retinal ve serebral 6demde bulundugunu ve inhibisyonunun bu
kosullarla miicadele i¢in énemli bir ara¢ olacagim gdstermistir. Insan CA II ¢ogu
hiicrelerde bulunmasina karsin, insan CA 1 eritrositlere spesifiktir. CA II'nin kalitsal
eksikligi, kemiklerde kalsiyum emilimindeki basarisizlik ve diger dokulardaki
kalsifikasyon sonucu meydana gelen osteopetroz (Albert-Schonberg hastaligi) ile
iligkilidir. CA II ayrica glokoma, 6dem, epilepsi ve yiikseklik hastaligr ile iligkilidir
[13]. Cogu inflamator hastaligr karakterize eden CA III” iin oksidatif stresle iliskili
olmas1 6zelligi onun CO; hidrataz aktivitesinden mi ( ki oldukga diisiiktiir) yoksa bu
proteinin antioksidan etkisinden sorumlu olan ve ylizeyinde bulunan Cys
rezidiilerinin varliindan m1 ya da farkli bir enzimatik aktivite gibi diger enzim
ozelliklerinden mi kaynaklandig1 heniiz anlagilamamistir [65, 66]. CA 1V, glokoma (
CA 11 ve XII ile birlikte), pigmenter retinopati (tavuk karasi) ve felci de igeren bir

cok patolojik siireg i¢in hedef olmaktadir [67-69].

Mitokondrial izoform VA ve VB iiregenez, glukoneogenez ve lipogenez gibi

biyosentetik siireclerde rol oynar ve obezite ile iligkili iken [13]; CA VI kariyogenez
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ile iligkilidir[70]. CA VII, CA II ve X1V ile birlikte epileptiform aktivitesine katkida
bulundugu bildirilmistir [71]. CA VIII norodejeneratif hastaliklarla iligkilidir. CA8
geni insanlarda ataksi, hafif mental retardasyon ve dort ayakl yiiriiylis ve faredelerde
de yasam boyu yiiriiyiis bozuklugu ile ilgili oldugundan CA VIII’ in beyinde 6nemli
bir rolii oldugu diistiniilmektedir [72, 73]. Ayrica kolorektal (kalin bagirsak) ve
akciger kanserinin gelisimi ile ve asir1 ekspresyonunun da diger kanser tiirleriyle de
iliskili oldugu bulunmustur [13]. Ancak diger katalitik olmayan iki izoform CA X ve
XTI’ in insan patolojisi veya omurgalilardaki fizyolojik fonksiyonu hakkinda heniiz
pek bir sey bilinmemektedir. CA IX ve XII antikanser ilag dizayni i¢in oldukca fazla

calisilmgtir.

CA IX hipoksik tiimor tiirlerinin ¢ogunda hastaligin ilerleyisi igin bir
markerdir ve inhibisyonunun tiimdriin ve metastazin inhibisyonunda 6nemli rol
oynadigi goriilmektedir. Ayrica CAI lar hipoksik tiimor goriintiilenmesi i¢in oldukga
kullaniligh olabilirler. CA XII daha az arastirilmasina ragmen esasen o da bir
antitimor hedeftir [74]. CA XII’ iin sperm motilite siireci ile iligkili oldugu
(muhtemelen XIV ile birlikte) ve inhibisyonunun kontraseptif ajan olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir. CA XIV, CAIV’ e benzer sekilde epileptogenez ve
bazi retinopati tiirleri ile iliskiidir [13].

I, Il ve [IV. izoenzimler solunum ve asit-baz homeostasisinin
diizenlenmesinde gorev alir. Bu kompleks siireg CO,/HCO3 “iin metabolize oldugu
dokular ile bosaltim bolgeleri arasinda tasinmasini igerir (akciger, bobrekler). Kilcal
damarlar ve pulmoner mikrovaskiilerde CO; eliminasyonunun kolaylastirilmasinda,
bobreklerde bikarbonatin geri emilimini ve H® iyonlarinin renal tiibiillerde ve

damarlarda eliminasyonunu saglar [44].
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Tablo 1.1 Memeli a-CA izoenzimlerinin organ/doku dagilimi, hiicresel lokalizasyonu, CO,
hidrataz aktivitesi ve siilfonamitlere afinitesi

Organ ve doku dagilim Hiicresel Katalitik Siilfonamid | Hastalhklarla
lokalizasyonu | aktivite lere iliskisi
afinitesi

CAIl Eritrositler, goz, sindirim yolu Sitoplaz Diisiik(CA Orta Retinal/serebral

ma II’nin 6dem
%10’u)

CA Il | Eritrositler, goz, sindirim yolu Sitoplazma Yiiksek Cok yiiksek | Glokom, 6dem,
Kemik osteoklasti, bobrek, epilepsi, yiikseklik
akciger, testis, beyin hastalig1

CA Il | Iskelet kasi, adipoz doku Sitoplazma Cok diisiik Cok diisiik Oksidatif stres

CA IV | Bobrek, akciger, pankreas, Membrana Yiiksek Yiiksek Glokom, tavuk
beyin kapileri, bagirsak, kalp bagh karasi, felg
kasi, goz

CA VA | Karaciger Mitokondri Orta derece Yiiksek Obezite
— Yiiksek*
CAVB | Kalp ve iskelet kasi, pankreas, Mitokondri Yiiksek Yiiksek
bobrek, spinal kord, sindirim
borusu
CA VI | Tikriik ve siit bezleri Tikriik/stit’te | Orta derece Yiiksek Karyojenez
salg1
CA VIl | Merkezi sinir sistemi Sitoplazma Yiiksek Cok yiiksek Epilepsi

CARP | Merkezi sinir sistemi Sitoplazma Akatalitik + Norodejenerasyon,

VIII Kanser

CA IX | Timorler, gastrointestinal Transmembra | Orta derece Yiiksek Kanser
mukoza n

CARP | Merkezi sinir sistemi Sitoplazma Akatalitik +

X
CARP | Merkezi sinir sistemi Sitoplazma Akatalitik # Kanser, glokom
XI
CA XII | Bobrek, bagirsak, kidney, Transmembra Diisiik Yiiksek Kisirlik
intestine, ireme epitelyumu, n
g0z, timor
CA Bagirsak, beyin, akciger, gut, Sitoplazma Orta derece Orta - Epilepsy, retinopati
X1 dalak, yumurtalik, testis, Yiiksek
kolon timiis, ince bagirsak,
CA Bobrek, beyin, karaciger, goz | Transmembra Diisiik Yiiksek Epilepsi, retinopati
XV n
CA XV Membrana Diisiik Bilinmiyor
bagl

* pH 7,4’te orta derece, pH 8,2 veya daha yiiksekte yiiksek aktivite. # dogal CARP proteinleri Zn(II) igermezler, bundan dolay:
onlarin siilfonamidlere kars1 afiniteleri 6l¢iilememistir.
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Mitokondrial izoform VA ve VB iiregenez, glukoneogenez ve lipogenez gibi
biyosentetik siireclerde rol oynar. Piruvat karboksilaz (PC), asetil CoA karboksilaz
(ACC) ve karbamoil fosfat sentetaz I ve II’ nin dahil oldugu biyosentetik siireclerde,
yeterli miktarda substrat, bikarbonat, muhtemelen izoenzim CA II’ nin yiiksek
aktivitesi yardimiyla mitokondrial izoenzim CA VA ve VB’ nin dahil oldugu
katalitik reaksiyonlar sayesinde karsilanmaktadir (Sekil 1.8) [44].
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Sekil 1.8. Yag asidi biyosentezi ve Karbonik anhidraz izoenzimlerinin roli [44].

Okaryotik ve prokaryotik genomlarin dizilenmesi sonucu malarya, tiiberkiiloz
ve diger bakteriel ve fungal enfeksiyona sebep olan patojenlerin de CA igerdikleri
bulunmustur. Yapilan inhibisyon ¢aligmalar1 CA’ nin bu patojenlerin biiylimesi ve

virulans 6zelligi igin dnemli oldugunu gostermistir [40].
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1.5  Karbonik Anhidraz inhibitorleri

50 yili agkin siiredir diiiretik ve sistematik olarak glukoma ilaci olarak rol
oynayan siilfonamidler (RSO,NH,) klasik CA inhibitorleridir (CAI) [11]. Aslinda
siilffonamid veya siilfamat smifina ait klinik olarak kullanilan 30 civarinda ilag
onemli olgiide CA inhibit6r aktivitesi gostermektedir [44]. Bununla birlikte, son
yillarda literatiirde bildirildigi gibi siilfonamid/siilfamat CAI’lar antikonvulsant,
antiobezite, antikanser, agri kesici, antiinfektif ilag olarak potansiyele sahiptir [75].
Farkli CA izoenzimlerinin farkli biyolojik tepkileri ve farkli inhibisyon profilleri
CATl’larin diiiretik, antikanser, antiobezite ve antiepileptik ilaglar olarak klinik

uygulamalar i¢gin potansiyel olmalarini agiklamaktadir [44].

Karbonik anhidraz inhibitorleri goz hastaliklari alaninda kullanilan g6z igi
basmcim (GIB) diisiiriicii etkisi en kuvvetli ilaglar arasindadir. Giiniimiizde GiB’1m
diistirmek i¢in topikal ve sistemik olmak iizere iki formda kullanilmaktadirlar. Bir
sistemik CAI olan asetazolamid (AAZ), ilk olarak 1954 yilinda Becker, Grant,
Trotter, Breinin ve Giirtz tarafindan glokomlu olgularda GIB’1n1 diisiirmek amaci ile
kullanilmistir. 1995 yilinda ise topikal formu olan dorzolamidin GIB’m diisiirmek
icin kullanim1 FDA (Food and Drug Administration of United States) tarafindan
onaylanmigtir. Bunu takiben, 1998 yilinda bir bagka topikal CAI olan brinzolamid
kullanim alanina girmistir. Avrupa Glokom Cemiyeti, topikal CAI’lerini glokomun

1. basamak tedavisinde kullanilabilecek ilaglar arasinda gostermektedir [76, 77].

Asetazolamid (AAZ), metazolamid (MZA), etokzolamid (EZA) ve
diklorofenamid (DCP) klasik olarak antiglokoma rolu oynayan CA inhibitorleridir
[11]. Dorzolamid (DZA) ve brinzolamid (BRZ) bélgesel-rol oynayan antiglokama
ajani, benzolamid (BZA) bu farmakolojik ajanlarin bu sinifina ait bir yetim ilag iken
topiramat (TPM), zonisamid (ZNS) ve sulthiam (SLT) ise yaygin bir sekilde
kullanilan antiepileptik ilaglardir [11, 44]. Sulpirid (SLP) ve indisulam (IND),
“’siklooksijenaz 2, COX2’’ inhibitorii Selekoksib (CLX) ve valdekoksik (VLX) ile
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birlikte bu sinif farmakolojik ajanlardir. Tatlandirict olan sakkarin ve bir diuretik
olan hidroklorotiazid (HCT) de karbonik anhidraz inhibitérii olarak rol

oynamaktadir.

Tumor iliskili izoformlar1 (CA IX ve XII) hedef alan spesifik bilesikleri son
yillarda rapor edilmistir: (i) floresan siilfonamidler tumor asidifikasyonunda CAIX’
un roliinii belirlemek i¢in kullanilmistir [43]; (ii) pozitif veya negatif yiikli bilesikler
plazma membranini gecemedikleri i¢in sadece CA IX ve CA XII gibi ekstrasellular
izoenzimleri inhibe ederler [78]; (iii) inaktif 6n ilac1 aktif CAI’ya doniistiirmek i¢in
hipoksik tumor kosullariin azalmasindan istifade eden hipoksiya-aktiflestirici
bilesikler [11]; (iv) yiiksek hidrofilik karakterlerinden dolayr membran1 gegemeyen
ve boylece CA IX ve XII gibi ekstraselliiler izoformlara afinitesi yiiksek olan seker
iceren  siilfonamidler/stilfomatlar/siilfamidler[79]; (v) CAI ile kaplanmis
nanopartikiiller [44]; (vi) fenoller, protein tirozin kinaz inhibit6rleri, kumarinler,

fullerenler gibi sulfonamid ve onun biyoesterlerinden fakli diger kemotipler [80-82].

Siilfonamidler ve biyoesterleri en ¢ok arastirilan karbonik anhidraz
inhibitorleridir. Bununla birlikte inorganik metal kompleksleyici anyonlar ve
karboksilatlar gibi daha kompleks anyonlar da CA inhibitorleri olarak
bilinmektedirler, ancak siilfonamidlere kiyasla daha az etkilidirler [8, 83]. Gegmis
yillarda anyon inhibitorler biiyiik 6nem kazanmistir ve tiim katalitik olarak aktif
memeli izoformlarinin inhibisyonu i¢in hem organik hem de inorganik anyonlar
arastirilmastir. Bakteriyel CA’lar ise yeni antiinfektif ila¢ olarak oncii bilesiklerin

kesfi i¢in CAI olarak ancak son yillarda bu ¢alismalara dahil olmustur [8, 83, 84].
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1.5.1 Karbonik anhidrazin inhibisyonunun mekanizmasi

CA inhibitorlerinin en ¢ok calisilan iki smifi: metal ile kompleks olusturan
anyonlar (Sekil 1.9-1) ve aromatik ve heteroaromatik siilfonamidlerdir (Sekil 1.9-2).
Enzimin aktif bolgesindeki Zn (II) iyonu ¢ histidin rezidiisii (ndtral ligand) ve
dordiincii ligand olarak da su molekiili‘hidroksit iyonu ile koordine oldugundan,
metal iyonu lizerindeki net pozitif yiikk anyonlarin baglanmasi igin ilk itici giicli
olusturur [83]. Farkli anyonik inhibitérlerin baglanmalarindaki farkliligin, bu

anyonlarin kimyasal 6zelliklerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir [85].
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Sekil 1.9 Karbonik anhidrazin 1. Siilfonamid inhibitorii ile [11]., 2. anyonik inhibitor ile [83]
inhibisyonunun mekanizmasi.

En 6nemli CA inhibitorii olan siilfonamidler, ¢inko iyonuna tetrahedral
geometride baglanirlar. Siilfonamidin azot atomu Zn?* iyonu ile koordine olur.
Ayrica Thr 199 ve Glu 106 rezidiileri hidrojen baglari ile inhibitdriin metal iyonuna
baglanmasma  katilirlar.  Inhibitériin ~ baglanmasma  bir  diger  katki,
aromatik/heteroaromatik kismin aktif bolgenin hidrofilik ve hidrofobik rezidiileri ile
etkilesimi sonucu saglanir (Sekil 1.9-2). Anyonlar metal iyonunun hem terahedral

geometrisinde hem de trigonal-bipiramidal sekilde baglanabilirler [11].
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1.6 Calismanin Amaci

Antibiyotikler tiim diinyada en ¢ok kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir.
Ne yazik ki bu denli sik kullanilan ve maliyeti oldukca yiiksek olan bu ilaglarin
yanlis kullanimi, tedavi basarisizligi, mortalite, maliyet ve antibiyotige direncin
artmasina sebep olmakta ve ayni zamanda da iilke ekonomisini olumsuz yonde
etkilemektedir. Antibiyotige direncin artisi ile son yillarda yapilan ¢alismalar klinik
olarak kullanilan antibiyotiklerin direng problemi olmaksizin, antibakteriyel ilag
tasarimi i¢in fizyolojik agidan 6nemli siiregleri katalizleyen bakteriyel CA’ larin

inhibisyonunun bakteriyel biiylimeyi engelledigini gostermistir.

Bu amagla, dis ¢iiriigiinden birincil derecede sorumlu olan Streptococcus
mutans bakterisinin f-CA enzimini kodlayan genin genomik DNA’ dan ¢ogaltilmasi
planlanmistir. S6z konusu gen vektor igine klonlanip E.coli igerisine transforme
edilerek burada ekspresyonu gerceklestirilerek, yiiksek oranda saflastirildiktan sonra

katalitik aktivitesi ve bazi siilfonamidlere karsi ilgisi arastirilacaktir.

Elde edilecek sonuglarin s6z konusu B-CA’nin kinetik mekanizmasina dnemli

katkilar saglaycagi gibi diger B-CA’larla karsilastirma olanagi da saglayacaktir.
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2. MATERYAL VE METOD

21 MATERYAL

2.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Merck ve Sigma Aldrich’ den temin
edilmistir. Molekiiler biyoloji materyalleri, kullanilan kimyasal ve enzimler Qiagene

ve Fermentas MBI firmalarindan temin edildi.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 2.1 Calismada Kullanilan Laboratuvar Geregleri

Kullanilan Gereg Modeli

-80°C Derin dondurucu Sanyo, Japonya

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
Buzdolab1 Profilo, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator She-Lab, USA

Elektroforez Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya

Etiiv WTB, German, Niive, Tiirkiye
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Tablo 2.1: (devam)

Isitmali Manyetik Karistiric Velp Scientifica, Ispanya
Kromatografi Kolonu Sigma (1cm ¢ap ve 20cm uzunluk)
Otoklav Hirayama, Japonya

Thermocycler Techne Progene,Ingiltere

pH Metre WTW, Almanya

Dijital Gorilintiileme Sistemi UVP, ingiltere

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)
MikroSantrifiij Sigma Laborzentrifugen, Germany
Santrifij Hettich Zentrifugen, Germany
SDS PAGE Aparatlari Atto, Japonya

Horizantal Calkalayici GFL, Almanya

Elektroforez i¢in Gii¢ Kaynagi Consort, Ingiltere

Sicak su banyosu Elektro-mag, Tiirkiye

Is1 kontrollii Calkalamali etiiv GFL , Almanya

Isiticil1 blok FALC, italya

UV visible Spektrofotometreler Heios o (Unicam), Metro Lab,
Vorteks Elektromag, Tiirkiye
Stop-FlowKinetic Instrument SX.18MV-R Applied Photophysics

2.1.3 Streptococcus mutans Genomu, Bakteri Soylari ve Plazmidler

Calismada kullanilan S. mutans UA159 soyu genomik DNA’s1i, Almanya
RWTH Aachen University Hospital, Aachen, Prof. Georg Conrads tarafindan temin
edildi. Klonlama ve stok amag¢li DH10B E.coli soyu kullanildi. Ekspresyon amagl
calismada kullanilan bakteri soyu BL21(DE3) ‘dir. Calismada PCR iirlinlerinin
klonlanmasi ve saklanmasi amaciyla pGEM-T Easy vektor sistemi kullanildi. PCR
ile gogaltilan gen plazmide klonlanarak hiicre icerisine transforme edildi. pGEM-T
Easy vektoriiniin dogrusal olmasi ve ucglarinda timin bazi bulunmasindan dolay:
herhangi bir kesime ihtiya¢c duymadan, PCR ile ¢ogaltilan gen dogrudan vektore

klonlanmasin1 mimkiin kilmaktadir.
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Plazmid haritas1 Sekil 2.1 ’de gosterildigi gibidir [86]. Ekspresyon amach
kullanilan plazmid pET30a(+)’dir [87]. pET30a vektori His-tag bolgesi igerdigi igin
Ni-NTA afinite kromatografisi ile saflastirmaya uygundur. Plazmit haritas1 Sekil 2.2
’de gosterildi.
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Sekil 2. 1 pGEM-T Easy Vektor Haritas1 [86]
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Sekil 2.2 pET30a(+) Vektor Haritasi
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2.1.4 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.1.4.1 E.coli icin Bakteriyel Kiiltiir ortamlar:

E.coli i¢in gerekli kiiltiir ortamini saglamak amaciyla LB ve LB-agar
kullanilmistir. Toz halinde temin edilen bakteriyel medyumlar {iretici firmanin

belirttigi sekilde destile su ile hazirlanarak otoklav edildi ve kullanildi.

2.1.4.2 Antibiyotik Hazirlanmasi

Kiiltiirlerde kullanilan Ampisilin stoklar1 100 mg/ml ve Kanamisin stoklar1 da

50 mg/ml olacak sekilde steril destile su ile hazirlandi ve sterilizasyonu igin 0.22

mikronluk filtrelerden gegirilerek kullanildi.

2.1.4.3 Plazmid DNA izolasyonunda Kullanilan Kit

Plazmid DNA izolasyonu QIlAprep Spin Mini Prep Kiti (Qiagen-Kat.
No:27104) ile yapildi.
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2.1.4.4 Agaroz Jel Elektroforez Tamponu

1 litre 0.5X TBE tampon hazirlamak i¢in 54 g Tris-base, 27.5 g borik asit, 20
mL 0.5 M EDTA 800 mL saf suda ¢oziilerek pH 8’ ¢ ayarlandi. Son hacim 1 litre

olacak sekilde saf su eklendikten sonra otoklavlandi.

2.1.4.5 Transformasyon icin Kompetent Hiicre Hazirlama Cozeltisi

Tablo 2. 2 Kompetent Hiicre igin Kullanilan C6zelti (DH10B E.coli soyu igin)

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
CaCl, 100 mM
Gliserol %40

Tablo 2. 3 Kompetent Hiicre icin Kullamlan Uygulama tamponu (BL21(DE3)
E.coli soyu i¢in)

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
CaCIZ 100 mM

MnCl, 70 mM
Na*CH;COO 40 mM

pH 5.5’e ayarlanir
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2.1.4.6 Protein Ekspresyonu ve Lizis icin Kullamlan Tamponlar

Tablo 2. 4 Bakteri Yikama tampon

Kimyasal Madde Miktar
Tris-baz 069
Destile su 100 mL’ye tamamlanir

Tris-baz 90mL destile suda ¢6ziiliir. 1 M HCl ile pH’s1 7.6’ya ayarlanarak toplam

hacim 100 mL’ye tamamlanir.

Tablo 2. 5 Liziz Tamponu : 20mM Tris / 0,5mM EDTA /0,5mM EGTA (pH:8,7)

Kimyasal Madde Miktar

Tris-baz 244 g
0.5MEDTA 1.0mL
0.5MEGTA 1.0 mL

Destile su 1 L’ye tamamlanir.

Tris-baz, 0.5 M EDTA, 0.5 M EGTA 800 mL suda ¢oziilir. 1M HCI ile pH’s1 8.7’ye

ayarlanarak toplam hacim 1 L’ye tamamlanir. +4°C’de saklanur.

Tablo 2. 6 100mM PMSF (100X , PMSF Stok ¢ozelti)

Kimyasal Madde Miktar
PMSF 174.0 mg
2-propanol 10 mL

-20° C’de saklanir.
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2.1.4.7 Protein Saflastirma Basamag

Proteinin saflagtirilmasi i¢in Qiagen 30210 Hilden, Germany Ni-NTA kolon

saflagtirma protokolii takip edildi.

Tablo 2. 7 Liziz Tamponu; 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole

Kimyasal madde Miktar (g)
NaH,PO,4 6.99
NaCl 17.54
Imidazol 0.68

50 mM NaH,PO,, 300 MM NaCl, 10 mM imidazol 800 mL suda ¢6ziiliir. 1M NaOH
ile pH’s1 8’¢ ayarlanarak toplam hacim 1 L’ye tamamlanir. +4° C’de saklanir.

Tablo 2. 8 Yikama Tamponu; 50 mM NaH;PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole

Kimyasal madde Miktar (g)
NaH,PO4 6.9
NaCl 17.54
Imidazol 1.36

50 mM NaH,PO,, 300 MM NaCl, 20 mM imidazol 800 mL suda ¢6ziiliir. IM NaOH
ile pH’s1 8’¢ ayarlanarak toplam hacim 1 L’ye tamamlanir. +4° C’de saklanir.

Tablo 2. 9 Eliisyon Tamponu; 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole

Kimyasal madde Miktar (g)
NaH,PO, 6.9
NaCl 17.54
Imidazol 17
50 mM NaH,PQO,4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol 800 mL suda ¢oziiliir. 1M
NaOH ile pH’s1 8’e ayarlanarak toplam hacim 1 L’ye tamamlanir. +4° C’de
saklanir.

31




2.1.4.8 Protonografi icin kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

Jel Yikama Tamponu: 10% izopropanol iceren 100mM Tris, pH 8.2

Indikatdr Cozeltisi: 0.1% bromothymol blue igeren 100mM Tris pH 8.2

Doygun CO, Cozeltisi: 200 ml distile sudan yaklasik olarak 3 saat CO; gaz1

gecirilerek elde edildi.

2.1.4.9 Hidrataz Aktivitesi I¢cin Kullanilan Tamponlar

Stop-Flow ve Maren metodu icin CO, ¢ozeltisi; 20°C’de bidestile su iginden

CO; gaz1 gegirilerek hazirlanir.

Stop-Flow Tampon ¢ozeltisi; 0.01 M HEPES 4-(hidroksil etil)-1-
Piperazinetansulfonik asit 0.01 M Tris[hidroksimetillaminometan hidrokloriir
(TRIZMA HIDROKLORUR), 0.1 M Na,SO; son hacim 1 litre olacak sekilde

bidestile saf suda ¢oziinerek pH 7.4’ e ayarlandi.

Stop-Flow Fenol-red ¢ozeltisi; 0.2 mM fenol red alinarak (pH 6.8-8.4)

HEPES tamponu igerisine eklendi.

Stop-Flow Stok CA enzim ¢dzeltisi; Saflastiriimis SmuCA konsantrasyonu 1
x10”" M olacak sekilde kullanildi.

Stop-Flow Stok inhibitdr ¢dzeltileri; Stok inhibitor ¢ozeltiler 1 M olarak
hazirlandiktan sonra, 1x10® , 1x107, 1x10°, 1x10° ve 1x10° M olacak sekilde

hazirlanarak kullanild.
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2.14.10 SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

Tablo 2. 10 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 2.5 mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
[-merkapto etanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.01g

Destile su 0.5mL

Tablo 2. 1 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tampon

Kimyasal Madde Miktar
Tris-HCI 309
Glisin 144 g
SDS 109

Destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanir
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Tablo 2.12 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin

hazirlanisi:

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

% 10

% 3

Akrilamid/Bis (% 30)

Akrilamid 15¢
Bisakrila id 0.4¢g

Son hacim destile su ile 50 mL’ye
tamamlanir.

16.65 mL

2.6 mL

Destile su

20.1 mL

12.2 mL

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)

Tris HCI 11.82 ¢

pH:8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH
ilave edilerek son hacim destile su ile 50
mL’ye tamamlanir.

125 mL

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)

Tris-HCI 3.94¢g

pH:6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH
ilave edilerek son hacim destile su ile 50
mL’ye tamamlanir.

5mL

% 10’luk SDS
SDS 19

Son hacim destile su ile 10 mL’ye
tamamlanir.

0.5mL

200 pL

TEMED

25 uL

20 pL

% 10’luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat 1lg

Son hacim destile su ile 10 mL’ye
tamamlanir.

750 uL

400 pL
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Tablo 2. 13 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢o6zeltisi

Kimyasal Madde Miktar
Coomassie brillant blue R-250 0.66 g
Metanol 120 mL
Glasiyal asetik asit 24 mL
Destile su 120 mL

Tablo 2. 14 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma ¢ozeltisi: % 7.5
asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile su

Kimyasal Madde Miktar
Metanol 50 mL
Glasiyal asetik asit 75 mL
Destile su 875 mL
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22 METOD

2.2.1 Cam ve Plastik Malzemelerin Hazirlanmasi

Istya dayaniklt malzemeler, pipet ucglari, ependorflar, santrifiij tiipleri,
sollisyonlar, kiiltiir ortamlari ve cam malzeme 121°C’ de 20 dakika (1.02 atm

basingta) otoklavda steril edilerek kullanildi.

2.2.2 DNA ile Ilgili Teknikler

2.2.2.1 Primer Tasarim

Primer tasarlanirken www.restrictionmapper.org, www.bioinformatics.org

ve www.idtdna.com adreslerinde ilgili programlardan faydalanildi. Primerler

tasarlanirken cogaltilacak genin ve genin klonlanacagi plazmidin igerisinde
bulunmayan enzim kesim bolgeleri belirlendikten sonra, primerlerin kendi igerisinde
sa¢ tokasi olusturmamasina dikkat edildi. Primerleri kesen enzimlerin ortak
calistiklar1 tampon secilerek ve T, sicakliklarinin birbirine yakin olmasma dikkat

edildi. Primerlerin Ty, degerinin hesaplanmasi i¢in en yaygin kullanilan formiil
asagidaki gibidir [88-91].

Tm = [(A+T’lerin sayis1)x2 + (G+C’lerin sayis1)x4] °C
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2.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere

iki oligoniiklotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanan bir yontemdir.

Bir PCR dongiisii denatiirasyon, primerin baglanmasi ve uzama olarak onemli ii¢

asamadan olusur [88].

Tablo 2. 25 PCR Reaksiyonu

Ornek | Pozitif | Negatif |1 mM MgCl,[2 mM MgCl, 4 mM MgCl,
Kontrol | Kontrol

(ul) (nl) (ul) (nl) (nl) (ul)
Genomik DNA 2 2 - 2 2 2
Tampon 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
MgCI2 15 15 15 1 2 4
DMSO 2 - - 2 2 2
Primer R 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Primer F 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
dNTP 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Taq Polimeraz 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
dH,O 17 17 19 17.5 16.5 145
TOPLAM 25 25 25 25 25 25
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Tablo 2. 36 PCR Kosullari

Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire
1 1 94 °C 5 dakika
94 °C 45 saniye

35 -
2 55°C 45 saniye
72 °C 1 dakika
3 1 72 °C 5 dakika

2.2.2.3 Spektrofotometrik Yontem

DNA, 1:200 oraninda destile su ile sulandirildiktan sonra ve kuvartz kivetler
kullanilarak 260 nm’de absorbansi okundu. Asagida belirtilen formiil yardimiyla
DNA konsantrasyonu hesaplandi. Elde edilen DNA’nin safligi da OD260/0D280

orani Olgiilerek 6grenildi [88].

50pg/ml x OD260 x Seyreltme Faktorii=mL’de pg cinsinden konsantrasyon

2.2.2.4 Agaroz Jel Elektroforez

DNA ornekleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi.
Yiritilmek istenen DNA’nin biiylikligii géz oOniine alinarak Agaroz jel 0.8%
konsantrasyonda hazirlandi. 0.5X TBE’de (Cizelge 2.2) % 0.7-2 olarak kaynatilarak

hazirlanan agaroz jeli belli bir noktaya kadar sogutulduktan sonra son
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konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde Etidyum bromiir eklendi. Agaroz jel

aparatlaria dokiilerek polimerilesmesi tamamlanana kadar beklendi.

DNA orneklerine yilikleme tamponu eklendikten sonra jelin kuyucuklarina
eklendi. Agaroz jelleri 90 Voltta, tampon jelinin ¥4’inii gegene kadar yiiritildd.
Elektroforez sonucu UVP Jel Goriintileme Sistemi kullanilarak resmi gekildikten

sonra degerlendirildi.

2.2.2.5 PCR ile Cogaltilan Genin Agaroz Jelden Geri Kazanim

Agaroz jelde yiiriitilen PCR driinleri jelden dikkatli bir bi¢imde kesildikten
sonra, Kkesilen jel pargaciklart agirligi daha 6nceden belirlenen temiz bir ependorf
tiipiine alinip Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kiti protokoliine uygun bir

sekilde jelden geri kazanildi.

2.2.2.6 pGEM-T EASY Vektoriine SMU_328 geninin klonlanmasi

pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) kiti kullanarak Promega’nin
protokoliine gére pGEM-T Easy vektorii ile PCR sonucu elde edilen SMU 328 geni
bir gece +4 °C’de ligasyona birakild1.
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Tablo 2. 47 Ligasyon Reaksiyonu

S. mutans (pul)
SMU_328 Geni 15
Tampon 2
pGEM-T EASY 2
T4 DNA Ligaz 1
dH20 -
Toplam 20

Calismalar buz iistiinde yapildi ve enzim, reaksiyona en son eklendi. + 4°C’de
1 gece bekletildi.

2.2.2.7 Plazmit DNA izolasyonu

Petrilerde biiyiiyen koloniler ampisilinli sivi LB ’ye asilandi. 37 °C’de 1 gece
200 rpm’de biiyiimeye birakildi. Bir gece biiyiiyen koloniler 5 dakika 13 000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra QIAprep Spin Miniprep protokoliine uygun sekilde izole
edildi. Elde edilen hiicre pelletine 500 uL resuspansiyon solusyonu eklenerek pellet
¢oziildi. 500 pL liziz tamponu eklenerek nazik bir bigimde alt iist edildikten sonra
700 pL notralizasyon ¢ozeltisi eklenerek hemen alt dist edildi (bu basamakta hizli
olmak 6nemlidir) ve 5 dakika 13 000 rpm’de santrifiij edildi. Supernatant dikkatli bir
sekilde alinarak kolona aktarildi. 1 dakika 13 000 rpm’de santrifiij edildi. 500 pL
yikama ¢ozeltisi eklendi ve 1 dakika santrifiij edildi. Bu basamak tekrarlandi. 40 pL

saf su ile kolondan elusyon yapilarak plazmit izolasyonu tamamlandi.
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2.2.2.8 BamHI ve Kpnl Enzimleri ile Kesim Protokolii

Halkasal yapida olan pET30a vektoriine geni klonlamak i¢in ilk dnce vektor
yapiskan ug¢ olusturan BamH | ve Kpn | enzimleri ile kesildi. Daha sonra 6nceden
izole edilen ilgili geni i¢ceren pGEM-T EASY vektoriinden BamH I ve Kpn I
enzimleri ile SMU_328 geni kesildikten sonra kesim sonuglar1 agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilenerek degerlendirildi. Kesilmis plazmid ve ilgili gen

sonraki uygulamalar i¢in agaroz jelden geri kazanildi.

2.2.2.9 SMU_328 Geninin pET30a Vektoriine Klonlanmasi

pET30a vektorii ve SMU 328 genini iceren pGEMT-EASY vektorii BamH [
ve Kpn I enzimleriyle kesildikten sonra agaroz jelde yiiriitilen SMU 328 geni ve
pET30a vektorii QIAquick Gel Extraction kiti ile jelden geri kazanildi. Promega’nin
protokoliine gore 1 gece +4 °C’de inkiibe edilerek ligasyon yapildi

Tablo 2. 18 pET 30a ve SMU_328 geninin ligasyon reaksiyonu

Buffer 2 ul
T4 DNA Ligaz 1 pl
pET30a 4 ul
SMU_328 13 ul
Toplam hacim 20 ul
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2.2.2.10 Agaroz Jelde Yiiriitilen Vektor ve Genlerin Geri

Kazanilmasi

Kesilen vektorleri ve genleri agaroz jelden geri kazanmak i¢in Thermo

Scientific GeneJET Gel Extraction Kit ( Katalog No: K0691) kullanildi.

2.2.3 Mikrobiyolojik Metotlar

2.2.3.1 On Kiiltiir Hazirlanmasi

LB-agar’a tek koloni olacak sekilde ekilen bakteri kolonilerinden tek bir
koloni 6nce, son konsantrasyonu 10 pg/mL ve 30 mg/ml olan sirasiyla ampisilin ve

kanamisin i¢eren LB ortamina asilandi. 37°C’ de ¢alkalayici inkiibatorde bir gece
inkiibe edildi.

2.2.3.2 Plazmit Stoklarinin Hazirlanmasi

Ilgili bakteri soylar1 ve plazmidler &n kiiltiirle iiretildikten sonra %30’luk
steril gliserolle son konsantrasyonu % 15°lik olacak sekilde sulandirilarak dogrudan

—80°C’deki dolabin igerisine alind1 ve burada muhafaza edildi.
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2.2.3.3 Transformasyon I¢in Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

E.coli’nin DH10B soyunu kompetent hale getirmek igin tek koloni olarak
ekildigi LB-Agar iizerinden tek bir koloni alindi, LB ortamina ekilerek 37°C’ de bir
gece boyunca iretildi. Bundan aliman 5 mL 6rnek, i¢inde 100 mL taze LB olan
500 mL’lik erlene kondu ve 37°C’de yaklasik 2-3 saat ODgyp = 0.4’¢ ulasincaya
kadar biiytitiildii. Bu asamada kiiltiir, 5 dakika buzda bekletildi. Kiiltiir, falkonlara
alinarak +4°C’ de 5 dakika 3000 rpm’de santrifiijlendi. Supernatan atildi ve 25 mL
soguk 0.1 M CaCl, konuldu ve yavasga karistirildi. 2 dakika buzda bekletildi.
+4°C’ de 10 dakika 3000 rpm’ de santrifiijlendi. 10mL soguk 0.1 M CaCl,’de 1-4
saat bekletildi. 10 mL steril % 40 gliserol eklenerek hafifce karistirildi. Onceden
buz lizerinde bekletilmis ependorflara aktarilarak -80°C’ ye konuldu [92,93].

Ayrica ekspresyonda kullanilan BL-21(DE3) soyu kompetent hale getirmek
icin tek koloni olarak ekildigi LB-Agar iizerinden tek bir koloni alindi, LB ortamina
ekilerek 37°C’de bir gece boyunca biiyiitiildii. Bundan alinan 5 mL 6rnek, i¢ginde 100
mL taze LB olan 500 mL’lik erlene kondu ve 37 °C’ de yaklasik 2-3 saat
OD600=0,2’e ulasincaya kadar biiyiitiildii. Son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde
MgCl; ve son konsantrasyon yaklasik olarak % 0.2 olacak sekilde glikoz ilave edildi.
Tekrar 37 °C’de galkalayici inkiibatorde ODggp = 0.5 olana kadar biiyiitiildi. Kiiltiir
+4 °C’de 2 saat bekletildi ve +4 °C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Supernatan atilir, pellet uygulama tamponu (100 mM CaCl,, 70 mM MnCl;, 40 mM
CH3COONa, pH=5.5) ile siispanse edilir. +4 °C’de 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Pellet %15 gliserol iceren 25 mL uygulama tamponu ile siispanse edilir.

Onceden buz iizerinde bekletilmis ependorflara aktarilarak -80°C” ye konuldu [94].
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2.2.3.4 Bakteriyel Transformasyon

Kompetan hiicreler - 80 °C dolabindan ¢ikarildi ve buza alindi. 5 pL ligasyon
tiriinti ile kompetan hiicre (50 pL) aym tiipe alindi. 20 dakika buzda bekletildi. Is1
soku i¢in 42 °C’de 90 saniye tutuldu. Hemen buza alinarak burada 2 dakika
bekletildi. Falkona 950 pL ampisilinsiz LB eklenerek 37 °C’de 1.5 saat ¢alkalandi.
Bulaniklasma gozlendi. Tek koloni diisecek sekilde LB (+amp) igeren petriye 200 pL
ekildi. Ampisilin igeren LB agar igeren petrilere X-Gal ve IPTG yayildi ve bu
petrilere transformasyon iriinlerinden ekim yapildi ve bir gece 37 °C’de inkiibe
edildi. Ampisilin / IPTG / X-Gal igeren petrilerden elde edilen beyaz kolonilerden
plazmit izolasyonu i¢in, 100 pg / mL ampisilin iceren siv1 LB kiiltiirlerine asiland1 ve

yaklagik 12 saat calkalamali etlivde inkiibe edildi.

2.2.3.5 Rekombinant Protein Ekspresyonu

22351 IPTG Kullanilarak Hedef Proteinin indiiklenmesi

Ilgili genleri tasiyan pET plazmid, BL-21 DE3 hiicrelerine transforme
edilerek T7 promoter sistemi ile ekspresyonu baslatildi. 500 mL’lik steril erlene 100
mL LB konuldu ve 50 mg/mL kanamisinden 60 uL katildi. LB-Agar + Kanamisin
petri kab1 tizerinden tek bir koloni alindiktan sonra, LB ortamina ekilerek 37°C’ de

300 rpm de 3-4 saat inkiibasyona birakildi.

OD 550 = 0.6-0.8’e ulagtiginda 250 uL 5 mM ZnCl; ve 400 puL 1ImM IPTG
bakteri kiiltiiriine eklendi. Kiiltiir 30°C’ de 300 rpm’de biiylimeye birakildi [95,96].
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2.2.35.2 Bakterilerin Yikanmasi

Bakteri soliisyonu 50 mL’lik falkonlara aktarilarak 3000 rpm’de +4°C” de 20
dakika santrifiij yapildi. Supernatant atildi ve bakteriyel hiicre pelletinin 10 mL 50
MM Tris, pH:7.6 igerisinde ¢bziinmesi saglandi. 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
yapildi ve supernatant atildi. Yikama islemi iki defa yapildiktan sonra pellet

kurutularak liziz prosediiriine gegmeden dnce -20°C” de sakland1 [95,96].

2.2.3.5.3 Bakteri hiicrelerinin Lizisi

Bakteriyel hiicre pelleti 10 mL soguk lizis tamponu ile siispanse edildi ve
buza konuldu. 100 puL 100 mM PMSF ve 250 pL 10 mg/mL lizozim ¢dzeltilerinden
eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. 100 uL 5 mM ZnCl, eklendi ve 10
dakika buzda bekletildi. Hiicre lizatina 1 mL %3’liik protamin siilfat ¢dzeltisinden
eklendi ve pipetajla karigsmasi saglandi. Falkon tiipii icerisindeki 6rnek 3000 rpm’de
+4°C’ de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijlenen 6rnegin viskozitesi kontrol edilip,
hala viskoz ise %3’liik protamin siilfat ¢ozeltisinden 500 uL daha eklendi. Tekrar iyi
bir sekilde karistirilldi ve 3000 rpm’de +4°C’ de 2 dakika santriflij yapildi.
Supernatant temiz bir falkon tiipe alindi[95,96].

45



2.2.35.4 Ni-NTA Kolonundan Gecirmek I¢in Liziz Basamagi

On kiiltiirden inokiile edilen ve bir gece biiyiimede bekletilen 200 mL’lik
ornek daha once anlatilan yikama tamponu ile yikandi. En son basamakta ¢oktiiriilen
ornek miktari tartildi ve 1 g icin 2 — 5 mL olacak sekilde yaklasik olarak 3 mL liziz
tamponu eklendi. Img / mL lizozim eklenerek 30 dakika buzda bekletildi. 200 — 300
W’de 10 saniye sonikator de bekletildi. Lizatin vizkozlugu devam ediyorsa RNaz A
(10pg / mL) ve DNaz I (5ug / mL) eklenerek 10 — 15 dakika buzda bekletildi. 10 000
x g’de 20 — 30 dakika + 4°C’de santrifiij edildi. Supernatant1 alind1 ve - 20°C’de

saklandi.

2.2.4 Biyokimyasal Metodlar

2.2.4.1 Ni-NTA Klonundan Ge¢irme Basamagi

Uretilen proteinin saflastirilmasinda Ni-NTA ile konjuge edilmis agaroz
kiireciklerden olusan resin kullanilmaktadir. Saflastirilmak istenilen proteindeki
HisTag, Nikel atomlarma affinite gosterir ve geri dondiirtilebilir sekilde baglanir.
Sonrasinda kolon birkag defa yikandiktan sonra eliisyon tamponu eklenerek kolona

HisTag araciligiyla bagli olan proteinlerin ayrilmasi saglanirarak eliie edilir.

%50 Ni-NTA agarozundan 1 mL ve 4 mL lizattan alinarak bir karisim elde
edildi. bu karisim 200 rpm’de + 4°C’de 60 dakika calkalandi. Ni-NTA kolonuna
ornek yiiklendi. Altta kalan cozelti etiketlenerek toplandi. 4 mL Tablo 2.24’te
goriildiigii sekilde hazirlanan yikama tamponu eklendi (bu islem 2 kez yapild).
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Yikama basamaklarindan herbirinden 6rnekleme yapildi. 0.5 mL eliisyon
tamponu ile 4 kez eklenerek kolondan 6rnekleme yapildi. Kolondan elde edilen tim

ornekler (OD-gp) de Olgerek proteinin geldigi fraksiyon belirlendi.

2.2.4.2 Kalitatif Protein Tayini

Kromotografi islemleri sonunda, eluatlar esit hacimde alinarak biitiin
fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu metodun esasi, 280 nm’de
proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin maksimum absorbans
gostermesi prensibine dayanmaktadir [94]. Kolon fraksiyonlar: esit hacimde kuvars
kiivetlere alinarak, absorbanslari UV-spektrofotometrede kore karst okundu.
Ormekler SDS-PAGE ile gériintiilenerek S. mutans CA’nin (SmuCA) bulundugu
tiipler tespit edildi.

2.2.4.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safligiin Kontrolii

Ni-NTA kolonu ile saflagtirlan SmuCA proteini iki farkli akrilamid
konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak
sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli

tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi[97].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri iizerine konuldu ve kiskaclarla tutturularak jel hazirlama cihazina

konuldu. Cizelge 2.18’te belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina
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iistten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi igin n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) iist
yiizeydeki n-biitanol dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasi tamamen doluncaya
kadar polimerlesmis ayirma jelinin iizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki
yiikleme jelinin tizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi.
(vaklasik 30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak, kuyucuklarin
arasinin bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra
tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Ni-NTA ile saflastirma sonucunda elde edilen fraksiyonlardan toplam hacim
100 uL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek
numuneler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler sogutularak
enjektorle kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant ylikleme jelinden ayirma jeline vardiginda voltaj 200 volt’a
yiikseltildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin altina 0.5 cm kalana
kadar yiriitildiikten sonra akim kesilerek yiirlitme durduruldu. Cam plakalar
arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi yigma jel kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarinm
igeren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi igine konuldu ve 1-1.5saat kadar calkalayici
tizerinde birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢d6zeltisinden ¢ikarilarak
renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin
rengi agilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti i¢inde ¢alkaland1. Jel

renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.
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2.2.4.4 Protonografi

SDS-PAGE daha once belirtildigi gibi hazirlandi. Protein Ornekleri 2-
merkaptoetanol olmadan hazirlanan numune tamponu ile karistirildiktan sonra
proteini denatiire etmemek amaciyla kaynatmaksizin kuyucuklara yiiklendi ve jel
180V’ da yiiriitildii. Daha sonra jel cam plaklar arasindan dikkatli bir sekilde
almarak 2.5% Triton X-100 ¢ozeltisi igerisinde 1 saat ¢alkalandi ve iki defa 10%
izopropanol iceren 100 mM Tris, pH 8.2 tamponunda 10 dk siire ile yikandi.
Ardindan jel 0.1% bromothymol blue iceren 100mM Tris pH 8.2 igerisinde 30
dakika inkiibe edildi ve CO; hidrataz aktivitesi i¢in doygun CO; c¢ozeltisine
daldirildi. Deney oda kosullarinda yapildi ve doygun CO; ¢ozeltisi 200 ml distile
sudan yaklasik olarak 3 saat CO, gaz1 gecirilerek elde edildi. CA aktivitesi pH’deki
disiisten (alkalin pH’den asidik pH’ye gecis, sar1 renk) dolayr formationilin sari

renkli band gostermesiyle kanitlanmigtir[98].

2.2.4.5 CO,-Hidrataz Aktivitesi (Stop Flow Kinetik Alet)

SX.18MV-R Applied Photophysics stopped-flow aleti CA-CO; hidratasyon
aktivitesi i¢in kullanildi. Bu alet, hizli kimyasal, biyokimyasal ve biyolojik
reaksiyonlarin stop-flow ile baglamalarina izin verir. Bu aletin asil prensibi

adsorpsiyon metoduna dayanir.

Temel avantajlar1 arasinda, fizyolojik sartlar altinda pH ve sicaklik, reaksiyon
zamanlarinin ve reaktif miktarlarinin indirgemesine sahip olma, tekrarlanabilir

uretim verilebilir.
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Rezervoar sirmgalan

__ Pnomatik stirici
I
U

[
- Olciim
| hiicresi

Sekil 2.3 Stopped flow cihazinin bilesenleri

2.2.4.6 inhibitorler icin ICsp Degerlerinin Belirlenmesi

Farkli inhibitorlerin ICsp degerlerini bulmak icin, optimum sartlarda CO;
substratinin 70 mM sabit konsantrasyonunda calisildi. Once inhibitér olmadan
ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Degisik
inhibitdr konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar Stop Flow cihazinda 557
nm’de HEPES tamponuna kars1 okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden %
aktiviteler hesaplandi. % Aktivite — [I] grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak

her bir inhibitdr i¢in ICso degerleri hesaplandi.
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Tablo 2. 19 SmuCA inhibisyonunda kullanilan inhibitérler

No Inhibitor No inhibitor
SO2NH SO,NH,
OH
1 10
NH; cl Cl
3-Amino-benzenesulfonamide 3,5-Dichloro-2-hydroxy-benzenesulfonamide
SOZNHZ SOzNH;
FsC
2 11
SO,NH;
NH2 NH2
4-Amino-6-trif|uorometiI-bgnzen-l,s-disulfonik asit
4-Amino-benzenesulfonamide diamid
SO,NH, SO,NH,
cl
3 : : AN 12 SO,NH
SO,NH, e
Benzen-1,3-disulfonik asit diamid _ NHp
4-Amino-6-kloro-benzen-1,3-disulfonik asit diamid
SO,NH,
R
4 13 HzN/QS)\S(DzNHz
5-Amino-[1,3,4]thiadiazol-2-sulfonik asit amid
Toluene-4-sulfonamide

o1




Tablo 2.18: (devam)

HaC
SO,NH, N—hi
14 HN%S)\SOZNHZ
5-Imino-4-metil-4,5-dihidro-[1,3,4]tyadiazol-2-sulfonik
asit amide
CH,NH,
4-Aminomethyl-benzenesulfonamide
SO,NH
SO,NH, e
15
OH
4-Hydroxy-benzenesulfonamide
CH,CH,NH,
4-(2-Amino-ethyl)-benzenesulfonamide
SO,NH, SO,
16
=
_ NHz ) CH,OH
4-Am|n0—3-f|u0l’0—benzenesu|f0l’lamlde 4.Hydroxymethy|-benzenesu|f0namide
SO,NH, SO,NH,
17
Cl
NH; (CH,),0H
4-Amino-3-chloro-benzenesulfonamide 4-(2-Hydroxy-ethyl)-benzenesulfonamide
SO,NH,
SO,NH,
18
Br
NH COOH
) 2 _ 4-Sulfamoyl-benzoic acid
4-Amino-3-bromo-benzenesulfonamide
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Tablo 2.18: (devam)

HN SO,NH,
19 —
\ /
N—<
NH,
4-(2-Amino-pyrimidin-4-ylamino)-benzenesulfonamide
N/N
0 [\
| SO,NH,
20 H,N S—N
| H
O
5-(4-aminophenylsulfonamido)-4H-pyrazole-3-sulfonamide
o)
VAN
2
\ / | SO,NH,
0
21
HO
2-(hydroxymethyl)-4-nitro-N-(4-sulfamoyl
phenethyl)benzenesulfonamide
22

H,N \ / \ / SO,NH,

O:T:O
ZT

4-amino-N-(4-sulfamoylphenyl)
benzenesulfonamide
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Tablo 2.18: (devam)

o)
|| SO,NH,
H,N —N
2 | H

23 o
4-amino-N-(4-sulfamoylbenzyl)
benzenesulfonamide
SO,NH,
(0]
24 ||
H,N —N
| H

o
4-amino-N-(4-sulfamoylphenethyl)benzenesulfonamide

H3C

N

N—N

H3CCOHN S SO,NH, % )\
HsCCON s SO,NH,

Asetazolamid

(AAZ) Metazolamid
(MZA)
J\ :S/NOSOZNHZ
S SOzNHZ // \O
Etokzolamid ©
Sultiam
(EZA)
(SLT)
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Tablo 2.18: (devam)

SO,NH, NHEt
Cl
‘ \ SO,NH,
SO,NH me™ g s
2 2 //\\

Cl O O
Diklorfenamid Dorzolamid
(DCP) (DZA)

NHEt N—N
o)
[ % k
\ ﬁ\H s SO,NH,
‘ SO,NH, o
Meot,o) s S
2%“-)3 //\\ -
6 0o Benzolamid
Brinzolamid (BZA)
(BRZ)
O
NH \\//
\©\ NH
/%( SO,NH, /
S
N
/o
e
Sakkarin (SAC)
indisulam
(IND)
OMe O
N SO,NH,
H
N
—/ N
O
SO,NH,
Siilpirid Zonisamid
(SLP) (ZNS)
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Tablo 2.18: (devam)
i o)
O=—S—NH, L NH,
CHs
N/N :
= X
F
Topiramat
FoF
(TPM)
Selekoksib
(CLX)
H
N cl
O—S—NH, r Di
HN
~
S SO,NH
O 7\ o
e} e}
HaC P O Hidroklorotiazid
/ (HCT)
O—N
Valdekoksib
(VLX)
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3. BULGULAR

3.1  Streptococcus mutans Genomik DNA’s1

28 ng kristalize Streptococcus mutans UA159 soyuna ait genomik DNA’s1
Prof. Georg Conrads, University Hospital Aachen‘ dan uygun kosullarda
gonderildi. Kristalize S. mutans genomik DNA’s1 son konsantrasyonu 50 ng/ul
olacak sekilde 500 pl dH,O eklenerek kullanim i¢in hazirland1 ve -20 °C’ de

saklandi.

3.2 Primer Tasarim

Primer tasarlanirken www.restrictionmapper.orq , www.bioinformatics.org

ve www.idtdna.com adreslerinden yararlanilarak buradaki programlar kullanildi.

Once SMU 328 genini kesen ve kesmeyen enzimler saptandi. Geni kesmeyenler
arasindan pET30a vektoriinlin klonlama bdolgesindeki enzimlere bakildi ve burada
bulunan BamH I ve Kpn I enzim kesim boélgeleri secilerek primerlerde kullanildi
(Sekil A.1, Bkz. Ekler). Tasarlanan primerlerin kalip DNA’ya baglanmasini
engelleyecek sekilde kendi icerisinde hairpin (sag¢ tokasi) olusturup olusturmadigina
bakildi. Primerlerin 6zelliklerine bakilarak birbirine yakin olmalarina dikkat edildi.
Tm sicakliklarinin  birbirine yakin olmasi ve niikleotidlerin dagilimi miimkiin

oldugunca esit olmasina dikkat edildi.

Tablo 3. 1. S. mutans CA primerleri

Primer | Uzunluk % GC Tm Dizisi
b¢ orani °C
Forward | 24 33.3% 59.9 | 5-GGTACCATGGTAATGTCTTATTTT -3’
Kpnl
Reverse | 27 40.7% 65.3 | 5- GGATCCTTAATTGACTTCTCTTACTCG-3'
BamHlI
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33 PCR

PCR protokoliine gore; PCR tiiplerine Tampon, MgCl,, destile su, dNTP
karisimi, DNA 6rnegi (negatif kontrolde DNA yerine su), Forward Primeri, Reverse
Primeri ve en son olarak Taq DNA Polimeraz enzimi eklendi ve tiipler PCR cihazina
yerlestirildi ve Tablo 2.16’deki programa gore reaksiyon gergeklestirildi. PCR
sonucu olusan lriinler agaroz jelde yiiriitiildi ve 501 bg¢’lik bolgede S. mutans
SMU 328 genine ait bant gozlendi ve UVP Goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.
Negatif kontrol tiiplinde de herhangi bir DNA kontaminasyonu gézlenmedi (Sekil
3.1). 1, 2 ve 4 mM olacak sekilde MgCl, optimizasyonu yapildi. PCR ig¢in
kullandigmmiz 1.5 mM MgCl, konsantrasyonunun uygun oldugu Sekil 3.1° de

goriilmektedir.

Sekil 3. 1 SMU_328 geninin PCR ile ¢ogaltilmasi. M, marker; 1, negatif kontrol; 2,
pozitif control; 3, SMU_328 geni; 4, 5, 6 MgCl, optimizasyonunu gostermektedir (
sirastyla 1 mM, 2 mM ve 4 mM MgCl,).

3.4  SMU_328 Geninin pGEM-T EASY Vektoriine Klonlanmasi ve

E.coli’ye Transformasyonu

pGEM®-T EASY Vector Systems (Promega) kiti kullanarak Promega’nin
protokoliine gére pGEM-T vektorii ile PCR sonucu elde edilen SMU 328 geni bir

gece +4 °C’de ligasyona birakildi. Ligasyon iiriinii DH10B E.coli soyuna transforme
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edildi. Ampisilin igeren LB agarli petri kaplarina X-Gal ve IPTG yayild1 ve bu petri
kaplarina transformasyon {irlinlerinden ekim yapildi ve bir gece 37 °C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi1 petri kaplarinda mavi beyaz koloniler olustu. Hicbir DNA
parcasi icermeyen negatif kontrolde sadece mavi koloniler olustu. Bunlar da pGEM-
T vektorliniin kendisi halkalasarak hiicreye transforme olmasi sonucu ampisiline
diren¢ kazanarak mavi koloni olusturur. Kontrol DNA igeren pozitif kontrolde hem
beyaz hem de mavi koloniler olustu. SMU 328 geni ile transforme edilen
hiicrelerden mavi beyaz koloniler olustu. Beyaz koloniler SMU 328 genini iceren
PGEM-T vektoriine sahip hiicrelerdir. Beyaz kolonilerden LB siv1 kiiltiiriine tek
koloni ekimi yapild1 ve hiicreler ¢ogaltildi. QIAprep Spin Miniprep Kiti ile plazmid

izolasyonu yapildi ve plazmidler BamH I ve Kpn | restriksiyon enzimleri ile kesildi.

Kesim sonucu agaroz jelde yiiriitiildii ve vektorden kesilen gen QIAquick Gel
Extraction Kiti ile geri kazanildi. Geri kazanilan maya SMU 328 geni tekrar agaroz

jelde yiiriitiilerek kontrol edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Mini Prep Kiti ile pPGEM-T+SMU_328 plazmidinin izolasyonu.M, 1kb’lik
Marker; 1, PCR ile ¢cogaltilmis SMU 328 geni; 2, pGEMTEasy+SMU 328 plazmid
izolasyonu; 3, 4 ve 5, pPGEMTEasy+SMU_328 plazmidinin restriksiyon enzimleriyle
kesimini gostermektedir.
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3.5 SMU_328 Geninin pET30a Vektoriine Klonlanmasi ve E.coli’ye

Transformasyonu

Halkasal yapida olan pET30a vektorii BamH I ve Kpn I restriksiyon
enzimleri ile kesilerek dogrusal hale getirildi (Sekil 3.3). Daha 6nce pGEM-T
vektoriinden kesilerek geri kazanilan SMU 328 geni ile kesilmis olan pET30a
vektorii Promega’nin protokoliine gore 1 gece +4 °C’de inkiibe edildi. Ligasyon
iriini BL21(DE3) E.coli soyuna transforme edildi. Kanamisin igeren LB agarh
platelere transformasyon iriinlerinden ekim yapildi ve bir gece 37°C’de inkiibe
edildi. Olusan kolonilerin ligasyon iiriinii i¢erip i¢ermediklerini kontrol etmek igin
tek kolonilerden ampisilinli sivi LB kiiltiiriine ekimi yapildi ve bir gece 37°C’de
inkiibe edildi. Biiylimiis olan hiicre kiiltiiriiniin bir kismindan gliserol stok hazirland
ve etiketlenerek -80°C’de saklandi. Geri kalan hiicre kiiltiiriinden Mini Prep Kiti ile
plazmid izolasyonu yapildi ve SMU 328 genini igerip icermedigini kontrol etmek
icin BamH I ve Kpn I kesim enzimleri ile plazmid kesildi. Reaksiyon sonucunu
gormek i¢in agaroz jelde yiiriitiildii. SMU 328 genini igeren kolonideki plazmidin
kesiminde ¢ift bant gozlendi; genin bulundugu ve plazmidin bulundugu bolgelerde(
Sekil 3.4).

Sekil 3. 2 1 ve 2 ,BamHI ve Kpnl enzimleriyle kesilmis pET30a vektorii; M, 1kb’lik
marker.
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Sekil 3. 3 M, 1kb’lik marker; 1, pET30a+SMU_328 izolasyon 2, SMU_328
geninin BamHI ve Kpnl enzimleriyle pET30’ dan kesimi.

3.6  Dizi Analizi

Ilgili geni igeren kolonilerden sivi LB kiiltiiriine tek koloni ekimi yapild: ve
bir gece 37 °C’de calkalamali etiivde inkiibe edildi. Bu hiicre kiiltiiriinden gliserol
stok hazirlandi. Beyaz kolonilerin igerdigi vektdrdeki DNA pargasinin PCR ile
cogaltmis oldugumuz gen olup olmadigini belirlemek i¢in vektor otomatik dizi
analizi ile kontrol edilmistir. Bu amagla ampisilin igeren LB agar petrisinde ekili olan
klon REFGEN Biyoteknoloji‘ye gonderilmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglarinin
biyoinformatigi NCBI web sayfasinda analiz edilmis ve Streptococcus mutans CA (
SMU 328) geni ile karsilagtiriimistir.
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SmuCA 10 GGCAAATCAAAGCATA ATGGTTGATTTGCATGGAACCGCTCACTTGCCACTTAAGCCAAA 69

SMU 328 309803 GGCAAATC-AAGCAT- ATGGTTGATTTGCATGGAACCGCTCACTTGCCACTTAAGCCAAA 309859

SmuCA 70 AACGCGTGTTGCTATTGTTACTTGTATGGACTCTCGTTTACACGTAGCACCTGCTTTGGG 129

SMU_328 309860 AACGCGTGTTGCTATTGTTACTTGTATGGACTCTCGTTTACACGTAGCACCTGCTTTGGG 309919

SmuCA 130 GTTGGCTTTAGGAGATGCCCATATTTTACGCAATGCAGGCGGCCGTGTAACGGATGACGT 189

SMU 328 309920 GTTGGCTTTAGGAGATGCCCATATTTTACGCAATGCAGGCGGCCGTGTAACGGATGACGT 309979

SmuCA 190 TATTCGTTCTCTGGTTATTTCTGAGCAACAGTTAGGAACAAGTGAAATTGTGGTTTTGCA 249

SMU 328 309980 TATTCGTTCTCTGGTTATTTCTGAGCAACAGTTAGGAACAAGTGAAATTGTGGTTTTGCA 310039

SmuCA 250 TCATACGGATTGTGGTGCACAGACTTTTACAAATGCTGAGTTTACTGAGCAGTTAAAGCG 309

SMU 328 310040 TCATACGGATTGTGGTGCACAGACTTTTACAAATGCTGAGTTTACTGAGCAGTTAAAGCG 310099

SmuCA 310 GGATTTAACTGTTGATGCTGGAGATCAGGACTTTCTTCCGTTTACAGATATTGAAGAGAG 369
FEEEEEr Prrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

SMU 328 310100 GGATTTAGCTGTTGATGCTGGAGATCAGGACTTTCTTCCGTTTACAGATATTGAAGAGAG 310159

SmuCA 370 TGTGCGAGAGGATATTGCTCTTTTGAAAAATTCTCCTCTGATTCCTGAAGATATTATTAT 429
FEEEEEEE e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e

SMU 328 310160 TGTGCGAGAGGATATTGCTCTITTTGAAAAATTCTCCTCTGATTCCTGAAGATATTATTAT 310219

SmuCA 430 TTCTGGAGCTATTTATGATGTTGATACAGGACGAGTAAGAGAAGTCAATTAA 481

SMU 328 310220 TTCTGGAGCTATTTATGATGTTGATACAGGACGAGTAAGAGAAGTCAATTAA 310271

Sekil 3.5 SMU_328 geni ile dizi analizinden gelen S. mutans CA dizisinin karsilagtiriimasi
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3.7  S. mutans CA’nin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

3.7.1 S. mutans CA’nin Ekspresyonu

Ekspresyonu T7 promoter sistemi ile baslatilmasi i¢in, ilgili genleri tagiyan

pET plazmid, BL21 (DE3) E. coli soyuna transforme edildi.

500 mL’lik steril erlene 100 mL LB konuldu ve 50 mg/mL kanamisinden 60
puL katildi. LB-Agar + Kanamisin petri kabi {izerinden tek bir koloni alindi, LB
ortamina ekilerek 37°C’ de 300 rpm de 3-4 saat inkiibasyona birakildu.

IPTG uygulamas: ile ekspresyonun varliginin tespiti i¢in kontrol olarak
plazmid icermeyen BL-21(DE3) E.coli soyu LB Agar iizerinden tek bir koloni alindi,
LB ortamina ekilerek 37°C’ de 300 rpm de 3-4 saat inkiibasyona birakildi. OD 550 =
0.6-0.8’e ulastiginda 250 uL 5 mM ZnCl;, ve 400 pL 0.1 M IPTG bakteri kiiltiiriine
eklendi. Kiiltiir 30°C’ de 300 rpm’de bliyiimeye birakildi.

Hiicreler 6 saat inkiibasyon sonrasinda 3000 rpm’de +4°C’ de 20 dakika

santrifiij edildi ve -20°C’de ertesi giin kullanilmak iizere saklandi.

Saflastirma basamagina gegmeden once protein expresyonu asamasinda
indiikleme Oncesi, indiikleme sonrasi ve liziz asamasi sonucunda proteinin lretilip
iretilmedigini control etmek igin ayrilan ornekler SDS-PAGE ile kontrol edildi
(Sekil 3.6).
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Marker 1 2 3 4 5 [ 7 B8 9

25 kba

Sekil 3.6 Ekspresyon sonucu SDS PAGE goriintiisii: 1, indiikleme 6ncesi; 2, indiikklemeden
2 saat sonra supernatant; 3, indiiklemeden 2 saat sonra pellet; 4, indiiklemeden 4 saat sonra
supernatant; 5, indiiklemeden 4 saat sonra pellet; 6, indiiklemeden 6 saat sonra supernatant;
7, indiiklemeden 6 saat sonra pellet; 8, 16 saat indiikleme sonrasi supernatant; 9, 16 saat
indiikleme sonrasi pellet.

3.7.1.1 Protonografi ile Aktivite Kontrolii

Protonografi, zimografiye benzeyen ve ondan tiretilmis bir tekniktir.
Zimografinin aksine bu teknik fakli siniftan proteinlerin ( karbonik anhidraz gibi)
SDS-PAGE fiizerinde aktivitesini belirlemeyi miimkiin kilmaktadir. Zimografi basit
bir elektroforetik ve proteolitik aktivitenin 6l¢iimii i¢in fonksiyonel analiz metod
olarak tanimlanmistir ve yaygin olarak tiim proteaz smiflari (serine-/threonine-,
sisteine, aspartik ve metaloproteazlar) igin uygulanmaktadir. Standart metod
genellikle jelatin veya kazein gibi bir protein substrati ile hazirlanmig SDS jele
dayanmaktadir [98] Protein saflastirma basamagina gegmeden 6nce liziz sonucu elde

edilen siipernatanlar protonografi jeline yiiklenerek CA aktivite kontrolii yapilda.

64



Sekil 3.7.Protonografi jeli goriintiilemesi. 1, indiiklemeden 2 saat sonra siipernatant; 2, ,
indiiklemeden 4 saat sonra siipernatant; 3, indiiklemeden 6 saat sonra siipernatant; 4 750 ng

bCA(s181r eritrosit CA’s1, kontrol).

3.7.2 Protein Saflastirma Basamagi

Ni-NTA kolonundan elie edilen ve ODigy’ de absorbans

fraksiyonlar SDS PAGE ile goriintiilendi (Sekil 3.8).

kDa
. ~250
= B e
= 1. B -
-

3

e
] L
& S8

. W

gosteren

Sekil 3.8. Ni-NTA kolonu ile eliie edilen SmuCA enziminin SDS PAGE ile goriintiilenmesi.
L, Lizat; S, yikama Oncesi kolondan siiziilen lizat; Y, yikama; M, protein marker (Sekil

A.3.); 4-9 nolu bandlar, sirastyla 4-9 nolu fraksiyonlar.
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3.8  S. mutans CA’siin Aktivite Tayini

Stopped flow cihaziyla SmuCA Hidrataz aktivitesi belirlendi. SmuCA’ nin
42 % 10° K ST ve 5.8 x 10" M™' x s kea/Km ile CO, hidrataz aktivitesi

gostermistir.

3.9  Baz CA Inhibitorleri ile S. mutans CA’sinin Inhibisyonu

Inhibisyon ¢alismalarinda klasik CA inhibitorii olarak 40 bilesik (39 adet
sulfonamide ve bir tane de siilfamat) kullanildi. 1-24 ve AAZ-HCT yaygin olarak CA
enzim ailesinini inhibe etmek i¢in kullanilan aromatic veya heterosiklik
stilfonamidlerdir. Bu inhibitorlerin ICso degerlerinin belirlenmesi amaciyla substrat
konsantrasyonu sabit tutulmak suretiyle farkli konsantrasyonlarda inhibitor
cozeltileri kullanilarak enzimin hidrataz aktiviteleri belirlendi. %Aktivite-[I] grafigi

cizilerek olusturulan egri denkleminden ICso degerleri hesaplandi.
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Sekil 3.9 1 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.10 2 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.11 3 nolu inhibitoriin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.12 4 nolu inhibitoriin SmuCA enzimi enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.13 5 nolu inhibitoriin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.14 6 nolu inhibitdriin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.15 7 nolu inhibitoriin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.16 8 nolu inhibitdriin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.17 9 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.18 10 nolu inhibitdriiniin SmuCA enzimi enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi

71



120%
100% & 100%
80% -
60% - 0

M7
40% 0

%CA Aktivite

20% -

O% T T T
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

11 (M)

Sekil 3.19 11 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.20 12 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.21 13 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi

120%
100% €<100%
80%

0%
60% - “

—5t%— o170

9%CA Aktivite

40%

20% A

0% \ \ \
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

14 (M)

Sekil 3.22 14 nolu inhibitdriin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.23 15 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.24 16 nolu inhibitdriin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.25 17 nolu inhibitdriin SmuCA enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.26 18 nolu inhibitoriin SmuCA enzimi enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi
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Sekil 3.27 19 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
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21 (M)

Sekil 3.29 21 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi

120%
100% €-100%
80% A
60% - 30
40% -

%CA Aktivite

20% -

0% : : :
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M
22 (M)

Sekil 3.30 22 nolu inhibitdriin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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40% -

%CA Aktivite

20% -

O% T T T
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Sekil 3.31 23 nolu inhibitériin SmuCA enzimi enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi

120%
100% €. 100%
80% A

0,
60% | % .

48%
40% A

%CA Aktivite
4

20% A

0% ‘ ‘ ‘
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

Sekil 3.32 24 nolu inhibitdriin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki inhibisyon etkisi
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100% 4-100%
80% |
60% | %
40% | ’ 4%
20% |

O% T T T
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

AAZ (M)

%CA Aktivite

Sekil 3.33 Asetazolamid siilfonamid inhibit6riiniin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki
inhibisyon etkisi

120%
100% ~100%

80% A 7%

60% - 0,

0,
40% 7o

%CA Aktivite

20% A

0% T T T
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

MZA (M)

Sekil 3.34 Metazolamid siilfonamid inhibitériiniin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki
inhibisyon etkisi
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120%
100% €~100%
80% -
60% - 9

8%
40% -

%CA Aktivite

20% -

0% T T T
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

EZA (M)

Sekil 3.35 Etokzolamid siilfonamid inhibit6riiniin SmuCA enzimi enzimi Uzerindeki
inhibisyon etkisi

120%
100% €~100%
80%

60% - Y
9%

%CA Aktivite

40% +
20% -

0% ‘ ‘ ‘
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

DZA (M)

Sekil 3.36 Dorzolamid siilfonamid inhibitoriiniin SmuCA enzimi enzimi tizerindeki
inhibisyon etkisi
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100% 0%
80% - %

&

60% -
40% -
20% -

0%

52%

%CA Aktivite

0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M
BRZ (M)

Sekil 3.37 Brinzolamid stlfonamid inhibitoriiniin SmuCA enzimi enzimi Uzerindeki
inhibisyon etkisi

120%
100% €~100%

80% - %

60% - &

9%
40% -

%CA Aktivite

20% ~
0%

0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M
BZA (M)

Sekil 3.38 Benzolamid siilfonamid inhibit6riiniin SmuCA enzimi enzimi tizerindeki
inhibisyon etkisi
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80% -
60% - %
40% -
20% -

0%

b1%

%CA Aktivite

0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M
TPM (M)

Sekil 3.39 Topiramat siilfonamid inhibitoriiniin SmuCA enzimi enzimi tizerindeki
inhibisyon etkisi

120%
100% $-100%
80% 8%

60% - 9
#0%

%CA Aktivite

40% A

20% A

0% \ ‘ ‘
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

SLP (M)

Sekil 3.40 Sulpirid siilfonamid inhibitoriiniin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki
inhibisyon etkisi
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100% €. 100%
80% -
60% - 9

40% - 5%

%CA Aktivite

20% A

O% T T T
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

IND (M)

Sekil 3.41 Indisiilam siilfonamid inhibitoriinin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki
inhibisyon etkisi

100% <100%
90% -
80% - .
70% - 4%

60% - 0
50% 1 p48%
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

%CA Aktivite

0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M
ZNS (M)

Sekil 3.42 Zonisamid siilfonamid inhibitériiniin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki
inhibisyon etkisi
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Celecoxib (M)

Sekil 3.43 Selekoksib siilfonamid inhibitoriiniin SmuCA enzimi enzimi Uzerindeki
inhibisyon etkisi

120%
100% €-100%
80% -
60% - %

79
40% - ’

%CA Aktivite

20% -

0% T T T
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

VLX (M)

Sekil 3.44 Valdekoksib siilfonamid inhibitériiniin SmuCA enzimi enzimi lizerindeki
inhibisyon etkisi
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100% € 100%
80% -
60% - 9

1.0,

51 17%

40% A
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%CA Aktivite
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0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

SLT (M)

Sekil 3.45 Sultiam siilfonamid inhibitoriiniin SmuCA enzimi enzimi {izerindeki
inhibisyon etkisi

120%
100% € 100%
80% -
60% - 0

M9%
40% -

%CA Aktivite

20% -

O% T T T
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

SAC (M)

Sekil 3.46 Sakarin siilfonamid inhibitériinlin SmuCA enzimi enzimi {izerindeki
inhibisyon etkisi
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100% . 100%
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60% - 0

8%
40% -

%CA Aktivite

20% -

0% T T T
0 10-8M 10-7M 10-6M 10-5M

HCT (M)

Sekil 3.47 Hidroklorotiazid siilfonamid inhibitoriiniin SmuCA enzimi enzimi iizerindeki
inhibisyon etkisi
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Tablo 3. 2 Inhibitdrlerin SmuCA enzimi iizerindeki ICsq ve Ki degerleri

inhibitor ICs0 x10°M Ki Degerleri (NM)

1 5,5 2750
2 3,90 1975
3 3,41 1710
4 5,02 2520
5 4,40 2200
6 3,18 1580
7 4,41 2155
8 7,68 3840
9 4,93 246

10 >0,0001 12000
11 2,88 1870
12 6,86 3430
13 8,27 414

14 4013 2050
15 9,36 468
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Tablo 3.2 : (Devam)

16 8,69 4355
17 >(,0001 13500
18 >0,0001 > 50000
19 0,501 250
20 0,912 455
21 0,615 307
22 >0,0001 > 50000
23 0,876 438
24 0,860 430
Asetazolamid 0,839 344
Metazolamid 0,891 445
Etokszolamid 5,58 2430
Diklorfenamid 6,75 2700
Dorzolamid 8,73 4315
Brinzolamid >0,0001 > 50000
Benzolamid 9,08 4040
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Tablo 3.2 : (Devam)

Topiramat >0,0001 > 50000
Zonisamid 5,47 3620
Sulpirid 7,74 2710
Indisulam 0,859 412
Valdekoksib 0,889 444
Selekoksib 5,85 2425
Sulthiam 3,97 1865
Sakarin 6,67 3320
Hidroklorotiazid 5,24 2615
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4. SONUC VE ONERILER

Patojenik bakteri Streptococcus mutans diinya ¢apinda biiyiikk bir problem
olan dis ciiriiklerinin ana etkeni olarak dikkate alinmaktadir[1]. Eger bu dis ¢iiriikleri
tedavi edilmez ise patojenik bakteri kan dolasimina girerek tedavi edilmediginde
oliimciil olabilen bakteremia, infekte endokarditis veya kalp kapakg¢igi enfeksiyonu
gibi ¢esitli enfeksiyonlara sebep olabilmektedir[3]. Bu bakterinin 6nemli bir &zelligi
de patojenin karyojenitesini giliglendiren intra- ve ekstraselliiler polisakkaritlerin
biliylik miktarimi iiretebilmesi 6zelliginden dolayr hem asidojenik hem de asidiirik
olmasidir[3, 4]. Geleneksel antibiyotik ilaglar genellikle S. mutans tarafindan olusan
bakteriyel enfeksiyon icin etkili olsalar da antibiyotik diren¢ probleminden dolay1
yeni ilaglara ihtiya¢ artmaktadir [99]. Son yillarda cogu S. mutans izolatlar1 yaygin
olarak kullanilan antibiyotiklere biiyiik 6l¢iide direng gostermeye baslamislardir ve
bu durum saglik sistemi i¢in pahaliya mal olurken bir yandan da infekte hastalar icin

istenmeyen sonuglara sebep olmaktadir[4, 7, 8].

Bu ¢alismada, Streptococcus mutans patojenik bakterisinden PCR ile B-sinifi
karbonik anhidraz enzimini kodlayan SMU_328 geni ¢ogaltilmistir. Elde edilen gen
restriksiyon enzimi ile kesime ihtiya¢ duymadan dogrudan pGEM-T Easy vektoriine,
daha sonra da ekspresyon amaci ile pET30a vektoriine klonlanarak E.coli’ye
transforme edilmistir. Plazmid otomatik dizi analizine gonderilmis ve alinan sonucun
biyoinformatigi yapilmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglart Boliim 3, Sekil 3.4°de
gorilmektedir. Yapilan biyoinformatik caligmalara gore 337. niikleotid olan Guanin
(G), adenin (A)’ e donlismiis. Bu doniisiim amino asit dizisindeki 113. rezidii olan
alaninin (Ala), treonine (Thr) doniismesine sebep olmustur (Sekil 4.1). Yapilan
kinetik ve inhibisyon ¢aligmalarindan elde edilen verilerin diger B-CA’larin kinetik
ve 1inhibisyon verileri ile benzer aralikta oldugunu goz Oniine aldigimizda
mutasyonun meydana geldigi amino asit rezidiisiiniin enzimin aktivitesi {izerine

onemli bir etkisinin bulunmadigin1 diistiinmekteyiz.
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Smuca 1 MVMSYFDNF IKANQAYVDLHGTAHLPLEPKTEVATVICMDSRELHVAPALGLALGDAHILE &0

MVMSYFDONFIKANQAYVDLHGTAHLPLEPRTRVAIVICMDSRLHVAPALGLALGDAHILR
S.mutans 1 MVMSYFDNEIKANQAYVDLHGTAHLPLEPETRVAIVICMDSRELHVAPALGLALGDARTILE

SmuCA__61 WAGGRVIDDVIRSLVISEQQLGTSEIVVLEHTDCGAQTFTNAEFTEQLERDLTVDAGDOD 120
WAGGRVIDDVIRSLVISEQQLGTSE IVVLHHTDCGAQTFTHAEFTEQLKRDL VDAGDQD
S.mutans 61 NAGGRVIDDVIRSLVISEQQLGTSEIVVLHHTDCGAQTFTNAEFTEQLERDLAVDAGDOD 120
SmuCa 121 FLPFTDIEESVREDIALLKNSPLIPEDIIISGAIYDVDTGRVREVN 166
FLPFTDIEESVREDIALLENSPLIPEDIIISGAIYDVDTGRVREVN

S.mutans 121 FLPFIDIEESVREDIALLENSPLIPEDIIISGAIYDVDIGRVREVN 166

Sekil 4. 1 Rekombinant olarak iiretilen SmuCA’nin amino asit dizisinin
Streptococcus mutans BCA’s1 ile karsilastirilmasi

Bl _BEba - - -« - o o ]
BSulh BELE - - - oo o ]
PgiCA_beta-- -« - -———————————————————— MK IVLF SARMEML TR CEROT TQTESDTP TAAVE GR—— -1
FbiCA_beta-- - - - -MSALSAFEAMNA DS FVHAS SLEKASTSAR SGVLE AR FTCNSES 55 55 SA TP PSLIRNE IVET
VraCh_beta-- - - - --MSSS5INGWC LS ST SPAKT SLEKATLRESVFATLTT - -BS 50 55 55 SF PSL IQDK IV FT
: |
Bmullh_beta-- -« - om————mmmm———m e e MUMEYFDH-—— == —— === == === == ————— == ——
BsuCAh beta-- - - - -——————————— -MIMENDES PD{RTLSELFEHNR] —— —— ———————————————————— -
DgiCA_beta-- - - - -—————-IGEVLTQDIJOELT FEA-VLVELIEGAR —— ——————— ——————————————— =]
FbiCA_beta-- - - - -BAPAPTITPNWTEDGHES YEEATDALKKTLIEKGELE PVARTRT DO TT &) —ARA DD THAT
VraCh beta-- - -ARRSHIITRIVEEIMAKDYEQAIEELQKLLREKTE LKATAREKVEQITASIGTSSSDST R
e .. 1601
SIu:L_peta------———————————EIRLNQAYUDLH TAHLDL- -KPETRVA IV CMDSRLEVADATCIATCDY
Bsulh beta-- - - - -———--———-——HAMEF- —EKDPEY FERLL S50R TE FLWIGCEDSEVEANVV TG LO DEET
DgiCA_beta-- - - - -———————————YVENKILIROLNAJAVACL- EGQF PEAT TLSCIDSRVEVEYT FDKG 1G0T
FbiCA_beta-- - - - - DEDPVERIKSGEVEFETERF VT NEAL YDELAKE0S PEFHMVERCSDSRVCE SHVLD P PGET
VzaCh_beta-- - - -SSEASIRIKSGFLYFKKEKYDKNPALYCELAKGOS FKAMVERCSDSRVCR SHVLDFORCET
T T .._1*** . _I
220 2231
Smuh_beta-- - - - AHILRNAGERY---TDOV IR---- SLVI SEQQLGT SE TVVLEET DOGAQT FT- —— —— -~ q
EsuCh beta-- - - - -VEVHENVANLVERADINL LS~ —-VLEFAVCVLEI FHITVCGEY CCCEVRAIMDC YEHE IT
DgiCA_beta-- - - - LEVGRVAGHVV - -DIEMLE—— ——SLEYACEVSGSEVLLVLEHE DO GA TH SATKEVEMENT
FbiCh beta-- -- - - AFVVRNVENMY DD FDETKYS GV GARVEY AVLHLKVOE IFVIGES RO GE IKGLMTF IDEG T
VraCh beva-- - AFVVRIVANIVARYDOSKYSCTGARIEYAVLELKY SN IVVIGES ACCE IKGLLSF PFDGTY
-Ju.___.-ﬁ.... : z ._.:_ﬁ..‘!.ﬂ-ﬁ 1
1
SmuCh_betz-- -- - --NAEFTEQLER--—--—-DLAVOAGDODFLPF-TOIE-ESVRED IALLEN-SPLIFE-—-1
EsuCh_beta-- - - - -~IONWLODTRD TAQANJAELDT TENT QDRLD -~ RLCE -LSVS S0VE SLER-TEVLOS BHET
DgiCh beta-- - - -—ITSIMEETKD SVELTOY TCERTYANKE FAD-- AVVE-ENVIQTMDEIRRDSD ILEKIEET
FbiCA_beta-- - - - -HSTOFIEDWVEVCLE AKSEVVAEENG THLDD OO VLCERE AV VS LENLLT - YR FVRDGLRT
VraCk_beta-- - - - - YSTDFIEEWVE IGLPAFREVET (HGDAP FAE LCTHCEKE AVNVS LGNLLT ~¥P EVEDGLVE
1
SmiCh_beta-- -- - -—-DITISCATYDVDTGRVREVN-———————————1q
EsuCA_beta-- - - - -DGED ITVHGWMYNIKDGLIRDT GCDC TRHALOFACODAET
DgiCh_beta-- -- - -EG-KIKICGATYEMS TGRVHFL—————————————————{
FbiCA_beta-- - - - -NE-TLALEGCEYDEVHCT FELWALDFGLESPTEV-————1
VraCh beta-- - - - -NE-TLALKGEYYDFVEST FELWSLNFGLASS FEV-————
: |

Sekil 4. 2 S. mutans CA’smin diger B-CA’ lar ile amino asit dizilerinin karsilastirilmasi
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Bakteri icgerisinde ekspre edilen S. mutans B-smifi karbonik anhidraz
(SmuCA) enzimi Ni-NTA afinite kolonu ile yliksek oranda saflagtirilarak bu enzim
lizerinde 24 klasik sulfonamid inhibitérii ve klinik amacli kullanilan 16 farkli

siilfonamid bilesiginin inhibisyon etkileri incelenmistir.

S. mutans genomunda SMU_328 geni 166 amino asit rezidiisii ve her bir
monomeri 18096 Da molekiiler agirliginda olan dimerik B-CA enzimini
kodlamaktadir [100]. Bu yeni B-CA’nin (SmuCA) amino asit dizisi diger bazi
bakteriyel (B. suis — BsuCA; P. gingivalis — PgiCA; Vigna radiata -
VraCA)[101,102] ve bitki Flaveria bidentis (FbiCA) [103] CA enzimleriyle
karsilastirilmastir ( Sekil 4.2).

Sekil 4.1°den elde edilen verilere gore SmuCA katalitik agidan 6nemli olan
Zn(Il) iyonu ile koordine olan ii¢ rezidiiyli ( iki sistein ve bir histidin rezidiisi;
Cys160, His220 ve Cys223) de igeren bir B-CA’ nin tim tipik oOzelliklerini
gostermektedir. Ayrica enzimin aktif bolgesinde ¢inko iyonu ile koordine olan su
molekiiliiniin aktivasyonuna dahil olan katalitik ¢ift (Aspl162-Argl64), daha once
arastirtlan diger -CA’larda oldugu gibi SmuCA’da da korunmustur.

Yeni bir proteinin ekspre edildikten sonra aktif olup olmadigini anlamak igin
kullanight bir yontem olan protonografi Capasso ve ark. tarafindan ilk defa bir
patojenik bakteri olan Vibrio cholera a-CA ile gelistirilmistir [98]. SmuCA’nin
ekspresyonu sonrasinda yapilan protonografi sonucunda enzimin katalitik olarak

aktif oldugu belirlenmistir.

SmuCA aktivitesi ve inhibitorlerin ICsp degerlerini bulmak igin Stop Flow
kinetik cihazinda [104,105] optimum sartlarda CO; substratinin doygun
konsantrasyonunda calisildi. Bu amagla kullanilan Maren metodu CA aktivitesinde
bilinen eski ve en ¢ok tercih edilen metottur [106]. Ancak bakteriyel CA’larin, a-
CA’lar gibi monomer olmayip 2’den 6’ya kadar degisen oligomer olmalarindan
dolay1 enzim inhibitor etkilesmesi bu metod ile daha zor olmaktadir ve aktivitesi
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gozlemlenememektedir. Bu ylizden calismamizda daha hassas olan Stopped Flow

cihaz ile aktivite ve inhibisyon dl¢timii yapilmustir.

S. mutans B-CA’ sinin CO, hidrataz aktivitesi 6l¢iildii ve a- (insan hCA | ve
II) ve B-smifi (PgiCAb, HpyCA, ve BsuCA) enzimlerinin aktivite degerleri ile
karsilastirildi. Tablo 4.1°den goriildigi iizere, 4.2 x 10°s™t Keat ve 5.8 x 100 Mt xgt
Kea/ K degerleri ile SmuCA, CO;’ nin bikarbonat ve protona doniismesi gibi
fizyolojik agidan Onemli bir reaksiyon i¢in iyi bir katalitik aktiviteye sahiptir.
Aslinda S. mutans enziminin katalitik aktivitesi P. gingivalis (PgiCAb), H. pylori
(HpyCA), veya Brucella suis (BsuCA), gibi daha once arastirilmis olan B-CA’lara
kiyasla biraz daha iyidir [101,104].

Tablo 4. 1 Insan sitozolik izoenzimleri hCA 1 ve II (a-sinifi); bakteriyel p-CA’ lar:
PgiCAb, HpyCA, LpCAl, LpCA2 and B-SmuCA tarafindan katalizlenen CO;
hidrasyon reaksiyonu i¢in kinetik parametreler.

Enzim Smif | Keat Keat/ Km K, (asetazolamid)
) Mt xs?h (nM)
hCA | o | 20x10° | 5.0x10’ 250
hCA 11 o | 1.4x10° | 1.5x10° 12
PgiCAb B | 28x10° | 1.5x10 214
HpyCA B 7.1x10° | 4.8x10’ 40
LpCA1 B | 34x10° | 4.7x10 76.8
LpCA2 B | 83x10° | 85x10’ 72.1
SmuCA B 42x10° | 5.8x10’ 344

Bakteri, fungi, alg ve bitkiler gibi bazi organizmalarin B-CA’st ile
SmuCA’nin dizisi kiyaslanarak filogenetik analizi yapild1 (Sekil 4.2). SmuCA, P.
gingivalis, Escherichia coli ve anaerobik bakteri  Methanobacterium
thermoautotrophicum’dan Cab gibi diger bakteriyel enzimlerle bir filogenetik agaci

olusturuldu [8,102,105]. SmuCA ile en ¢ok benzeyen enzim ilk olarak detayli bir
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sekilde arastirilan bacterial B-CA olan Cab iken, sonraki iliskili enzimler P.
gingivalis, Acinetobacter baumanii and Myroides injenensis 'dandir. Bu agagta farkli
dallarda kiimelenen diger bakterilerden (H. pylori, L. pneumophila, E. coli, B. suis)
B-CA’larin SmuCA’nin ait oldugu dallanmadaki diger bakteriyel enzimlerden
oldukca farkli 6zellikte olmasi da ilgingtir. Ayrica bir agiz boslugu patojeninden (S.
mutans) CA’ nin metan iireten organizma olan, aerobik organizmadan bir enzim,

Cab’a neden bu kadar ¢cok benzedigi cevaplanmasi gii¢ bir sorudur.

0.32 PgiCA
0.928 AbaCA
0.86 L MinCA
0.892 [ SmuCA
L—Cab
8 HpyCA
EcoCA
0.867 0.606 SceCA
L DbrCA
ZmaCA
— 0.987 sigr VraCA
cﬁF_Tr— FbiCA
0.794 AthCA
CspCA
1 [——CreCa
e BthCA
SpoCA
BsuCA

Sekil 4. 3 Prokaryotik ve dkaryotik tiirlerden segilen bazi B-CA’larin filogenetik agact

Sekil 4.3’de filogenetik agag, program PhyML 3.0. Legend kullanilarak
olusturuldu. Kullanilan tiirler ve kisaltmalari: SmuCA, Streptococcus mutans
(Accession number: NP_720781.1); FbiCA, Flaveria bidentis, izoform | (Accession
number: AAA86939.2);VraCA, Vigna radiata (Accession number: AAD27876);
SceCA, Saccharomyces cerevisiae (Accession number: GAA26059); HpyCA,
Helicobacter pylori (Accession number: BAF34127.1); PgiCA, Porphyromonas
gingivalis (Accession number: YP_001929649.1); MinCA, Myroides injenensis
M09-0166 (Accession number: ZP_10784819); AbaCA, Acinetobacter baumannii
(Accession number: YP_002326524); Cab, Methanobacterium thermoautotrophicum

(Accession number: Gl: 13786688); EcoCa, Escherichia coli (Accession number:
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ACI70660); LpnCA, Legionella pneumophila (Accession number: YP_003619232);
DbrCA, Dekkera bruxellensis AWRI1499 (Accession number: EIF49256); SpoCA,
Schizosaccharomyces pombe (Accession number: CAA21790); CspCA, Coccomyxa
sp. (Accession number: AAC33484.1); CreCA, Chlamydomonas reinhardtii
(Accession number: XP_001699151.1); BsuCA, Brucella suis (Accession number:
NP_699962.1); BthCA, Burkholderia thailandensis (Accession number:
ZP_02386321); AthCA, Arabidopsis thaliana (Accession number: AAA50156);
ZmaCA, Zea mays (Accession number: NP_001147846.1).

_OH +InhH '|”h

—_—

\

CVS160H|5220 His220
7
z \\0vs223
Cys160 His220 CfH\__/" =0

\ Cys223
CVS160H|5220
B
- 0
CO; " 44%
_
¢ ™~ oyso2s

Cys160 | oo

c

Sekil 4.4 SmuCA i¢in 6nerilen katalitik mekanizma (SmuCA aminoasit
numaralandirilmasi)

CA’larin katalizi ve inhibisyonu metal merkeze baglanan ¢ogu inhibitor

tiirleri igin iyi bilinen bir siirectir (Sekil 4.4). Incelenen tiim simiflarda oldugu gibi,

95



SmuCA’nin sekilden de goriildiigli lizere aktif bolgede bulunan CO; molekiiliine
saldiran ve onu niikleofilik saldiriya uygun pozisyona yonlendiren (Sekil 4.4 B)
katalitik dongilide aktif niikleofil olarak bir ¢inko hidroksit tirii (Sekil 4.4 A)
icermektedir. CO; boylece Sekil 4.4 C’de de gorildiigii gibi Zn(II) iyonu ile iki disli
koordine olan bikarbonata doniisiir ve ondan sonra bikarbonat iyonu bir su molekiilii
ile yerdegistirerek ¢ozeltiye geger ve enzimin katalitik olarak inaktif oldugu asidik
formuna doniisiir(Sekil 4.4 D). Bu form genellikle aktif bolgedeki amino asit
rezidiileri yardimiyla su ile kordine metal iyondan bir protonun ¢ozeltiye transferi ile
katalitik olarak aktif hale doniisiir (Sekil 4.4 A). a-CA’larin aksine B-CA’larin hem
CO, baglama bolgesi hem de proton mekik rezidiileri detayli olarak bilinmemektedir.
Siilfonamid inhibitorleri genellikle aktif merkezde metal iyonu ile dordiinci,

proteinden olmayan, koordinasyonunu degismesiyle koordine olurlar (Sekil 4.4 E)

39 siilfonamid ve bir siilfamati iceren 40 bilesik bu ¢alismada da kullanildig:
lizere daha dnce a-, B- veya y-CA’lar i¢in inhibitdr olarak aragtirilmistir. 1-24 tiirev
ve AAZ-HCT bilesikleri farmokolojik ajan olarak yaygin olarak kullanilan
aromatik/heterosiklik siilfonamidlerdir. Tablo 4.2°deki veriler stopped flow CO;
hidrataz analizi ile SmuCA’ nin bu sulfonamidler/siilfamat ile inhibisyon verilerini
gostermektedir. Ayrica Tablo 2°de en yaygin iki insan izoformu hCA I ve II (a-
smifina ait) ve H. pylori ve P. gingivalis’ den bakteriyel B-CA’lar da kiyaslama

amacli gosterilmistir.

18 ve 22 nolu bilesik ile BRZ ve TPM SmuCA’ y1 50 uM konsantrasyona
kadar onemli 6l¢iide inhibe edemezken inhibisyon sabiti 12 ve 13.5 uM arasinda

degisen bilesik 10 ve 17 de oldukga zayif bir inhibisyon etkisi gdstermistir.

Test edilen bilesiklerin biiyiik ¢ogunlugu SmuCA i¢in Ki degeri 1.58 — 4.35
uM arasinda degisen mikromolar seviyede inhibisyon etkisi gdstermistir. Bunlar 1-8,
11, 12, 14, 15 nolu tiirevler ve EZA, DCP, DZA, BZA, ZNS, SLP, CLX, SLT,
SAC ve HCT gibi klinik amacl kullanilan siilfonamidlerdir (Bo6liim 2, Tablo 2.18).
Bu nedenle kiiciik ve kompakt gruplari igeren (amino, aminoalkil, halojen,
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hidroksialkil) benzensiilfonamidler, heterosiklik mono- veya bisiklik halkal
sistemler (deasetile MZA’da goriilen 1,3,4-thiadiazolin, EZA’da bulunan
benzothiazole vb.) ve SO,NHCO grubu igeren asillenmis sulfonamide (SAC) bu
tiirevler arasindadir. Her ne kadar kiiciik yapisal degisiklikler oldukca farkl
inhibisyon profiline yol agsa da yap1 ve aktivite arasindaki iligski anlasilmasi kolay
degildir. Ornegin, halojenosiilfonamid 7-9’lari &rnek alacak olursak, floro (7) ve
kloro(8) tiirevleri ile inhibisyon oldukga kotii iken brom substitute bilesik 9 K, 246
nM ile suana kadar belirlenen en 1yi SmuCA inhibitoriidiir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Insan izoformlar1 hCA I ve hCA II ve H. pylori (HypCA), P. gingivalis (PgiCAb)
and S. mutans (SmuCA) gibi bazi B-sinifi bakteriyel CA enzimlerinin klasik 1-24 ve klinik
amagl kullanilan AAZ — HCT siilfonamidlerle inhibisyonu

Inhibitor/ Ki (M)
Enzim Smifi  hCA | hCA Il HpyCAPgiCAb SmuCA

o o B B B
1 28000 300 nt 477 2750
2 25000 240 1845 715 1975
3 79 8 nt 364 1710
4 78500 320 2470 710 2520
5 25000 170 2360 783 2200
6 21000 160 3500 475 1580
7 8300 60 1359 818 2155
8 9800 110 1463 4525 3840
9 6500 40 1235 6620 246
10 7300 54 nt 5040 12000
11 5800 63 973 4765 1870
12 8400 75 640 3898 3430
13 8600 60 2590 7100 414
14 9300 19 768 >20000 2050
15 5500 80 nt >20000 468
16 9500 94 236 8955 4355
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Tablo 4.2 (devami)

17
18
19
20
21
22
23
24
AAZ
MZA
EZA
DCP
DZA
BRZ
BZA
TPM
ZNS
SLP
IND
VLX
CLX
SLT
SAC
HCT

21000
164
109

6

69
164
109
95
250
50

25
1200
50000
45000
15
250
56
1200
31
54000
50000
374
18540
328

125
46
33

11
46
33
30
12
14

38

10
35
40
15
43
21

5959
290

218
450
38
64
nt
nt
87
71
40
176
33
nt
73
128
54
32
254
35
143
nt
nt
nt
nt

nt

>20000
>20000 >
9150
7645
6450
3405
9240
7960
214
393
280
>20000
2415
408
2675
4250
345
1470
1353
2395
4150
3140
2244
1572

13500
50000
250
455
307
50000
438
430
344
445
2430
700
4315
> 50000
4040
> 50000
3620
2710
412
444
2425
1865
3320
2615

nt: test edilmedi

Ornegin, halojenosiilfonamid 7-9’lari 6rnek alacak olursak, floro (7) ve kloro(8)

tirevleri ile inhibisyon olduk¢a kotii iken brom substitute bilesik 9 K; 246 nM ile

suana kadar belirlenen en iyi SmuCA inhibitoriidiir (Tablo 4.2). Her ne kadar yapilari
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birbirine benzese de CLX ve VLX bilesikleri arasinda olduk¢a farkli bir inhibitor
etkisi vardir. Buradan da anlagildig1 iizere inhibitor molekiiliiniin yapisindaki ufak
yapisal degisiklikler ¢ogu CA inhibitorlerinin farkli sinmif CA enzimlerine karsi
afinitesinde dramatik degisikliklere yol agmaktigi gortilmektedir [44,62,106].

En etkili SmuCA inhibitorleri ise bromosiilfonamid (9), deasetile
asetazolamid (13), 4-hidroksimetilbenzensiilfonamid (15), primidin-yerdegistirmis
sulfonamid (19), aminobenzolamid (20), yapisal olarak benzer bilesikler 21,23 ve 24
ve ayrica AAZ, MZA, IND ve VLX bilesikleridir. Bu bilesikler inhibisyon sabiti 246
ve 468 nM arasinda degisen inhibisyon etkisi gostermislerdir (Tablo 4.2). Tiim bu
bilesikler ¢inko koordine eden yapi olarak ya benzensiilfonamid ya da 1,3.4-
thiadiazol-2-siilfonamid ihtiva etmektedirler ve genellikle ya kiigiik gruplar (bromiir,
hidroksi metil) veya daha biiyiik lineer siilfonil tipte gruplar (aminobenzolamid ve
21,23 ve 24 gibi yapica benzer bilesiklerde goriilen) ihtiva etmektedirler. Ancak
bilesik 22 aminobenzolamid ve diger 23, 24 nolu bilesiklere yapica benzese de etkili

bir CAI 6zelligi gostermemistir.

Tablo 4.2°de acik¢a goriildigi gibi hCA 1I, HpyCA ve hatta PgiCAb gibi
diger enzimlere kiyasla SmuCA, sulfonamid inhibisyonuna karst ¢ok duyarh
degildir. Bu enzimler arasindan her ikisi arasindaki farkliliklar belirgin olsa da
SmuCA ile inhibisyon profili en ¢ok benzeyen Porphyromonas enzimidir. Biiyiik
oranda KI< 100 nM gosteren ve dolayisiyla bu tiir inhibitorlere karsi en hassas olani

Helycobacter enzimidir ( bu durum SmuCA veya PgiCAb i¢in gozlemlenmemistir).

SmuCA sindirimin ilk asamasinda agiz boslugunda olusan asidik ortamda
calismas1 gereken bir enzimdir ve muhtemelen bu durum onu siilfonamidlerle
gosterdigi nanomolar seviyedeki inhibisyon profili [104] ile bir insan a-CA izoformu
olan ve tiikriige salgilanan hCA VI ile benzer yapmaktadir. Son zamanlarda Parkilla
ve ark.,, CAVl-icermeyen farelerin tiikriiklerinde CA VI igeren normal farelere
kiyasla daha diisiik oranda g¢iiriik gelistirmeye meyilli oldugunu rapor etmislerdir

[106] ve bu durum tiikkriik CA VI inhibisyonunun bir antikaryojenik strateji
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oldugunun giiclii bir gostergesidir [103]. Ayrica, S. mutans in oral kolonizasyonu ve
cliriik gelisimi tiikriikte CA VI ekspresyonunun delesyonu ile azalmaktadir [107]. Bu
nedenle uygun ve gii¢lii siilfonamidlerin kullanilmasiyla tiikriikte bulunan hem insan

(CA VI) ve hem de bakteriyel (SmuCA) enzimlerin inhibisyonu énemlidir.

Sonug olarak bu yeni enzim igin etkili inhibitorlerin belirlenmesi S. mutans
CA’sinin dis ciiriigiindeki roliiniin anlagilmasi i¢in uygun farmakolojik araclara
onciiliik edebilir ve nihayetinde yeni bir antibakteriyel mekanizma ile farmakolojik

ajanlarin gelistirilmesi saglanabilir.

Sonug olarak yapilan ¢alismada asagidaki bulgular elde edilmistir;

e PCR ile genomik DNA’dan bir B-sinifi CA kodlayan SMU 328 geni
cogaltilmistir.

e PCR irinii gen pGEM-T Easy vektorine ve daha sonra da bir
ekspresyon vektorii olan pET 30a’ ya klonlanmustir.

o Ilgili geni iceren pET 30a vektorii BL21(DE3) E. coli ekspresyon
soyu igerisine transforme edilerek S. mutans p-sinifi CA’nin (SmuCA)
gen ifadesi gerceklestirilmistir.

e Protein saflagtirma Oncesi bakteri hiicreleri liziz yapilarak SDS-PAGE
elektroforezi ile proteinin goriintiilenmesi gergeklestirilmistir. Ayrica
protonografi ile ekspre edilen proteinin katalitik olarak aktif oldugu
tespit edilmistir.

e Ni-NTA kolonu ile SmuCa enzimi saflastirilarak SDS-PAGE ile saflik
kontrolii yapilmistir. Elde edilen jel goriintiisiine gore enzimin yiiksek
oranda saflastirildigi sonucuna ulagilmistir.

e S. mutans B-CA’ sinin CO; hidrataz aktivitesi dlgiilerek diger bazi a-
(insan CA I ve II) ve B-smifi (PgiCAb, HpyCA, ve BsuCA)
enzimlerinin aktivite degerleri ile karsilagtirilmistir. Bu karsilagtirma
sonucunda SmuCA’nin Kkatalitik aktivitesinin diger B-sinifi CA’lar ile

benzer oldugu gosterilmistir.
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e 39 siilfonamid ve bir siilfamati iceren 40 bilesik (1-24 siilfonamid
tirevi ve klinik olarak kullanilan AAZ-HCT bilesikleri ) bu ¢alismada
kullanilarak ~ enzimin aktivitesi iizerine inhibisyon etkileri
incelenmistir. Elde edilen K; degerleri baz1 insan izoformlari ( hCA 1
ve hCA I1l) ve H. pylori (HypCA), P. gingivalis (PgiCAb) gibi baz1 -
smifi  bakteriyel CA  enzimlerinin inhisyon sabitleri ile
karsilastirilmistir.

e En etkili SmuCA inhibitorleri inhibisyon sabiti 246 ve 468 nM
arasinda degisen bromosulfanilamid (9), deasetile asetazolamid (13),
4-hidroksimetilbenzensiilfonamid ~ (15),  pirimidin-yerdegistirmis
sulfanilamid (19), aminobenzolamid (20) ve yapica benzeri olanlar
(21, 23 ve 24) ile birlikte asetazolamid, metazolamid, indisulam ve

valdekoksib olarak belirlenmistir.

Elde edilen verilere gore S. mutans B-CA’sinin siilfiinamidler ile nanomolar
seviyedeki inhibisyonun, patojenin biiylimesinin engellenmesinde antiinfektif
etki gosteren yeni ilaglarin tasarimi i¢cin  Onciiliik edebilecegini

diisiinmekteyiz.
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6. EKLER

EK A

Tablo Al. prokaryotlarda karbonik anhidraz oldugu varsayilan genlerin dagilimi

Organizma Simif
a B
Archaea
Methanobacterium thermoformicicum - 1
Methanobacterium thermoautotrophicum 0 1 1
Methanococcus jannaschii 0 0 1
Methanosarcina thermophila - - 1
Pyrococcus furiosus 0 0 1
Pyrococcus horikoshii 0 0 1
Sulfolobus solfataricus - 1
Bacteri

Anabaena sp. strain PCC7120 1

Bacillus subtilis 0 2

Bordetella pertussis - 1

Caulobacter crescentus - 2
Campylobacter jejuni - 1

Chlorobium tepidum - -

Clostridium acetobutylicum 0 1

Clostridium difficile - 1

Deinococcus radiodurans - 1
Enterococcus faecalis 1 -

Escherichia coli 0 2
Haemophilus infuenzae 0 1

Helicobacter pylori 2669 1 1
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Tablo Al. (devami)

Helicobacter pylori J99 1
Mycobacterium avium -
Mycobacterium bovis -
Mycobacterium tuberculosis 0
Neisseria gonorrhoeae 1

P P oW oW NP

Neisseria meningitidis -

Porphyromonas gingivalis -

w

Pseudomonas aeruginosa -

Pseudomonas putida -
Rhodobacter capsulatus -

Rickettsia prowazekii 0

[ = T = T < T N e e S S =)

Salmonella typhimurium -

Streptococcus pneumoniae -
Streptococcus pyogenes -
Streptomyces coelicolor -
Synechocystis sp. strain PCC6803 0
Thiobacillus ferrioxidans -

[ = T ) S TN T S S S o B =
1

Vibrio cholerae 1

N
[EEN

Yersinia pestis -

Numaralar, putative karbonik anhidraz genlerini gostermektedir. Sifir, tim genomda putative genlerin bulunmadigini
gosterirken; - suana kadar hi¢ putative gen bulunmadigini géstermektedir.

Aatll, Absl, Accl, Acll, Acyl, Agel, Ajul, Alfl, Alol, AlwNI, Apal, Arsl, Ascl,
Asull, Aval, Avall, Avrll, Bael, Ball, BamHI, Barl, Bbvl, BbvCl, Bccl, Bcegl,
BciVI, Bcell, Bdal, Bfil, Bgll, Bglll, Bpll, BpulOl, BsaBl, BsaXI, BsePl, BseYl,
Bsgl, Bsml, BsmAl, Bsp14071, BspHI, Bsrl, BstEll, BstXl, BtgZl, Btrl, Btsl,
Cfr10l, Clal, CspCl, Drall, Dralll, Drdl, Eam1105I, Ecil, Eco31l, Eco47lll,
EcoNI, EcoP15l, EcoRl, EcoRlIl, EcoRV, Esp3l, Fall, Fsel, FspAl, Haell, HaelV,
Hoal, Hin4l, Hindll, Hindlll, Hpal, Hphl, Hpy99l, Kpnl, MauBI, Mfel, Mmel,
Msll, Nael, Narl, Ncol, Nhel, NmeAlll, Notl, Nrul, Nspl, Olil, Pacl, Pasl, PfIMI,
Pfol, PmaCl, Pmel, Ppil, PpuMlI, PshAl, P1-Pspl, PspXIl, Psrl, Pstl, Pvul, Pvull,
Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, SanDl, Sapl, Scal, PI-Scel, SexAl, Sfil, Sgfl, SgrAl,
SgrDl, Smal, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sse83871, Sspl, Stul, Styl, Swal, Taqll,
Tatl, Tsel, Tsp45l, TspDTI, TspRI, Tstl, Tth111l, Vspl, Xbal, Xcml, Xhol,
Xholl, Xmnl

Sekil A.1 SMU_328 genini kesmeyen enzimler [108]
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Sekil A.2: 1kb DNA Marker [109]
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Sekil A.3. SDS PAGE igin kullanilan protein marker1 (Thermo Scientific PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder Katalog no: 26620)
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