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Yiksek Lisans Tezi
OZET
ANOPHELES GAMBIAE VE APIS MELLIFERA GLOBINLERININ KLONLANMASI
VE ON KARAKTERIZASYONU
Bengii ERGENOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2012, 65

Yakin zamana kadar boceklerin sahip oldugu trake solunum sisteminin yiiksek
diflizyon ve kapasite katsayisinin yeryiiziindeki en biiyiik bocek icin bile yeterli olacag: ve
bu sebeple solunum proteinlerinin bocekler i¢in gereksiz oldugu diisiiniilmekteydi. Sadece
Chironomus gibi oksijence fakir ortamda yasayan birkag tiir istisna olarak biliniyordu.
Fakat son yillarda globinlerin boceklerde daha yaygin bir sekilde bulundugu Drosophila,
Anopheles, Apis gibi hayat dongiileri boyunca oksijence fakir ortamda yasamayan tiirlerde
de globin varligmin ortaya konmasiyla kanitlandi. Bu calismada, 4. gambiae ve A.
mellifera cDNA’s1 (Johannes Gutenberg Univesitit Mainz, Prof. Thomas Hankeln’den
alindi) pET sistemi kullanilarak klonlanip ekspres edildi. Yani sira, sistein kalintisinin
serin ile yer degistirildigi ACys mutanti da klonlanip ekspres edildi. Ekspres edilen
proteinler saflagtirilip spektroskopik analiz, kuaterner yapi belirlemesi gibi 6n yap1
karakterizasyon analizleri yapildi. Kinetik ¢aligmalar AgaGb ve AmeGb globinlerinin
ACys mutantlarina uygulanarak karbonmonoksit baglama ozellikleri 6l¢iildii. Elde edilen
sonuclara gore, bu iki bocek globinin deoksi formunda alti konformasyona sahip oldugu
tahmin edildi. AgaGb ¢ozeltide dimer, AmeGb’nin ise monomer ve dimer yapisinin denge
halinde bulundugu goézlendi. Kinetik ¢aligmalar da ise, AmeGb’nin karbonmonoksit liganti
baglama hiz sabitinin AgaGb’in yaklasik 10 kati oldugu tesbit edildi ve AmeGb’in aktif
bolge kavitesinin harici ligandi hapsetmeye AgaGb’in kiyasla daha elverisli oldugu

gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Anopheles gambiae, Apis mellifera, Globin, Karbonmonoksit
baglama, Hegza form, Flas fotoliz
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Master Thesis
SUMMARY
CLONNING AND PRELIMINARY CHARACTERIZATION OF
ANOPHELES GAMBIAE AND APIS MELLIFERA GLOBINS
Bengii ERGENOGLU

Karadeniz Tecnical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2012, 65 Pages

Until recently, respiratory proteins have been considered unnecessary in most
insects because their tracheal systems were thought to be sufficient for the biggest insect
O, supply due to high diffusion rates and capacity coefficients. Only a few species that
survive under hypoxic conditions were known exceptions such as Chironomidae.
However, in recent years it has become evident that globins are found much more
widespread in insects, with identification of globin existence in species that do not live in
oxygen deficient environments such as Drosophila, Anopheles, Apis. In this study, cDNA
of Anopheles gambiae and Apis mellifera (obtain from Prof. Thomas Hankeln from
Johannes Gutenberg Univesitit Mainz), were cloned and expressed with the pET system.
Also a mutant was made where the cysteine residues were substituted for serine (ACys
mutant). The produced proteins were purified and preliminary characterization, such as
spectroscopic analysis and determination of quaternary structure was made. Kinetic
measurements were applied to the ACys mutant of AgaGb and AmeGb to measure carbon
monoxide binding properities. Due to the results that we gained in this study, we estimated
that these two insects globins are hexa coordinated in the deoxy form. AgaGb is thought to
occur as a dimer in solution, while the AmeGb is in equilibrium between the monomeric
and tetrameric structure. Kinetic measurements show that rate constant of carbon
monoxoside of AmeGb is nearly 10 times bigger than of AgaGb, and active site cavity of

AmeGb is more appropriate to trap the external ligand than of AgaGb.

Key Words: Anopheles gambiae, Apis mellifera, Globin, Carbon monoxide binding, Hexa
form, Flash fotolysis
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Globinler, en yaygin bilenleri hemoglobin ve miyoglobin olan, aerobik canlilarda
solunum proteini olarak bilinen, simdiye kadar kesfedilmis en biiyiik protein ailesidir.
Globinlere, yaygin fakat daginik olarak biitiin canli alemlerinde rastlanilmis ve bugiine
kadar bilinen canlilarin %33’linde teshis edilmistir. Basta miyoglobin ve hemoglobin
olmak {tizere, globinler, iizerinde yapilan sayisiz ¢aligmalar sayesinde yap1 ve kinetigi en
iyi bilinen proteinlerdir. Sekonder ve tersiyer yapisinda benzerlik gdsteren bu proteinler,
kuaterner yapisi ve fonksiyonu agisindan ¢esitlilik gosterir [1].

Globinlerin bir ¢ok canli alemlerinde kesfedilmesi ve yapilan filogenetik arastirmalar
bu protein ailesinin ortak bir ata globinden tiiredigini 6ne slirmekte, bu sayede evrimin

karmasik goriintiisiine molekiiler diizeyde anlasilabilir bir yol 6nermektedir [2, 3].

1.2. Globinlerin Kesfi ve Evrimi

1840 yilinda hemoglobinin Hiinefeld tarafindan kirmizi kan hiicresinde
kesfedilmesinin ardindan, hemoglobin benzeri proteinlerin (globinlerin) doku hiicrelerinin
sitoplazmasinda (sinir, kas ve gamet hiicreleri gibi) ve viicut sivilarinda da serbest olarak
bulundugu goézlenmistir. Daha sonraki c¢aligmalar ise globinlerin sadece omurgali
canlilarinda degil, canlilar aleminin tamaminda yaygin olarak bulundugunu ortaya
koymustur [4, 5].

Uc temel canli aleminden elde edilen globin genleriyle yapilan filogenetik
aragtirmalar sonucunda, globin protein ailesinin, ii¢ soya ayrilabilecegi goriilmiistiir. Ik
soy, flavohemoglobinler (FHbs) ve tek alt birimli globinler (SDgb), ikinci soy, globin ¢ifti
sensorler (GCSs), protoglobinler (Pgbs) ve GCSs’in N-terminal ucuna baglantili 3/3 tek alt
birimli globinler (SDSgbs), ligiincii soy ise yaygin bilinen adiyla “kesik uclu” globinleri
(2/2Hbs) kapsar. Bu ii¢ soyun ayni anda benzer evrimi gosterme ihtimalinin ¢ok diisiik
olmas1 nedeniyle, bu soylarin bir tanesinin ata oldugu, digerlerinin ise bu soydan tiiredigi

ileri siiriilmiistiir [6].
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Sekil 1. Globin i¢in 6nerilen 4 asamali evrim modelinin sematik gosterimi [7].

Globinler her ne kadar aerobik canlilarin solunum proteini olarak bilinse de,
Vinogradov ve arkadaglar1 2007 yilinda yayinladiklar1 makalede, globinlerin oksijenin
atmosferde kullanima elverisli olmadigi zamanlardan itibaren var oldugunu One
siirmiislerdir (Sekil 1) [7]. Bu sebeple, ata globinin, diger bilinen veya tahmin edilen
fonksiyonlar1 (reaktif azot ve oksiyen bilesiklerinin giderilmesi [8, 9], kemotaktik sensor
olarak [10] ve baska diatomik gazlar1 baglamak gibi) yaninda, oksijene yabanci olan
organizmanin kendisini savunmast ve korunmasi gibi islevi oldugu da diisiiniilmektedir
[1,2].

Globinler, “omurgali canlilarin globinleri” ve “omurgali olmayan canlilarin

globinleri” olarak 2 alt baglik altinda incelenir.

1.3. Omurgah Globinleri

Omurgalilarda 4 ¢esit globin teshis edilmis olup, miyoglobin (Mb) [15], hemoglobin
(Hb), néroglobin (Ngb) ve sitoglobin (Cygb) olarak isimlendirilmistir (Sekil 2) [16].
Omurgali canli globinlerinin en belirgin 6zelligi intron pozisyonlarinin iyi korunmus

olmasidir (Sekil 3). Hb ve Mb genlerinde B12.2 ve G7.0 intron pozisyonlart ¢ok iyi



korunmustur (B12.2, intronun B sarmalinin 12. kodonunun 2. ve 3. niikleotidi arasinda
bulundugunu simgelemektedir). Bunun yaninda Ngb ve Cygb, E11.0 (Ngb) BCI11.2

(Cygb) konumlarinda fazladan 1 intron pozisyonuna sahiptir [11].
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Sekil 2. Insan globinleri i¢in dnerilen evrim modeli. Renklendirilmis genler islevli, gri
olanlar ise islevsiz (psddo) genleri belirtir [11].
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Sekil 3. Hb ve Mb’nin intron pozisyonlarinin sematik gosterimi

1.3.1. Miyoglobin

Yogun olarak kas hiicrelerinde ekspres edilen Mb, yapisinda, yaklagik 150
aminoasitten (a.a.) olusan tek bir polipeptit zinciri ve demir (II) protoporfirin IX (hem-b)

kompleksi bulundurur. Polipeptit zincirinin olusturdugu sekiz a-sarmal yapi, hem-b grubu



etrafinda katlanarak siki, kiiresel bir protein yapisi olusturur. A, B ve E sarmal yapilari,
hem-b grubunu distal (uzak), F,G ve H a-sarmallar1 ise hem-b grubunu proksimal (yakin)

tarafindan sarar. Bu yapi, tipik globin yapisin1 olusturmakta ve 3-3 a-sarmal sandvig

modeli olarak adlandirilmaktadir [12,13].
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Sekil 4. (a) Balina sperminden elde edilen miyoglobinin {i¢ boyutlu molekiil modeli. 3-3 a-
sarmal sandvi¢ yapisi ve (b) demir-protoporfirin halkasinin deoksi ve oksi
konformasyonlar1 (Oksijen mavi olarak renklendirilmistir) [14].

Polipeptit zincirindeki hidrofobik gruplarin olusturdugu cepte yer alan hem-b
grubunun demir atomu, F8 konumundaki histidin biriminin azot atomuyla koordinasyon
bagt olustur ve CDI1 fenilalanin birimi hem-b grubunun konumunu sterik olarak
kisitlayarak yapiyr saglamlastirir. Mb’nin hem-b grubu, ligand olmadan bes koordinasyon
yapar ve penta-form olarak adlandirilir. Oksijen baglanmis durumda ise 6 koordinasyon
yapar ve oksi-form olarak adlandirilir (Sekil) [14]. Oksijen zayif alan ligandi oldugu i¢in
Mb’nin oksijen baglamasi, ancak demir 2+ degerlikli ise ger¢eklesir. Demir atomunun
cevresindeki gruplarin elektron verme istegi, oksijenin, demiri, +3 degerlilige
ylikseltgemeden baglanmasini saglar [15].

Mb’nin en yaygin bilinen 6zelligi oksijen depolamasidir. Bunun yani sira oksijen
diflizyonuna yardimci olur, hiicre i¢i oksijen yogunlugunu sabit ve homojen tutar [8].
Ayrica, diger bilinen bir fonksiyonu da NO’yu NO;’e yiikseltgeyerek detoksifiye
etmesidir [19].



1.3.2. Hemoglobin

Hb, omurgalilarin ¢ogunda, oksijenin, akcigerden dokulara taginimina yarayan
hemoproteindir. Insanda ve diger omurgalilarda kirmizi kan hiicresinde yer alir ve o (141
a.a.) ve 3 (146 a.a.) olmak tizere iki g¢esit alt birimden olusan tetramer yapiya sahiptir. Alt
birimlerinin her biri miyoglobin benzeri tipik globin yapist sergiler ve her biri hidrofobik
cebinde hem-b grubu igerir [19].

Hemoglobinin tetramer yapisi ona allosterik aktivasyon kazandirir. Bir oksijen
molekiilii Hb’ne baglandig1 zaman kaviteye tam olarak yerlesemeyen demir (II) iyonunun
elektron konformasyonunu degistirerek capinin kiigiiliip protoporfirin grubundaki 4 azot
atomu arasindaki bosluga tam olarak yerlesmesi ve hem-b grubunun tam diizlemsellesmesi
saglanir. Yapida meydana gelen bu degisme, komsu alt birimlerinin afinitesini énemli
Olgiide artiracak bir dizi zincir konformasyonal degisim reaksiyonlarina yol agar. Bu
yiizden, Mb’nin substrat doygunluk egrisi Michaelis-Menten kinetigine uygunluk
gosterirken, Hb sigmoidal grafik sergiler. Bu 6zellik, Hb ile dokulara taginan oksijenin
Mb’e aktarilmasina yardimci olur. Ayrica kanda artan CO; seviyesi kan pH’in1 diisiirtip,
hemoglobin molekiiliiniin konformasyonunda oksijen baglama affinitesini azaltacak

degismelere sebep olur [19].

1.3.3. Neuroglobin ve Sitoglobin

Ngb ve Cygb, omurgali globinleri ailesinin yeni kesfedilmis iki iiyesidir. Ilk olarak,
sinir hiicrelerinde sentezlenen Ngb [21]; hemen ardindan da, neredeyse biitiin memeli
dokularinda sentezlenen Cygb kesfedilmisdir [22].

Ngb ve Cygb’in a.a. dizisi her ne kadar %20-30 civarinda bir benzerlik gosterse de,
her ikisi de bazi adaptasyonlarin sonucu olustugu diisiiniilen farkliliklarin yan1 sira tipik, 8
a-sarmal yapidan olugan monomerik Mb yapisina sahiptir [21, 22].

Cygb’nin dizi analizlerine baktigimizda, ilk goze ¢arpan farklilik, N- ve C- terminal
bolgelerinin ikisinde de gozlenen 20 a.a.’lik uzamadir. N- terminalindeki uzamanin sebebi
gen motifi ikilemesiyle aciklanirken, C-terminalindeki, balik Cygb’inde gozlenmeyen,

uzamanin memelilerin evrimlesmesi siirecinde kazanildig: diisiiniilmektedir [14].
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Sekil 5. (a) Neuroglobinin ii¢ boyutlu yapisi ve (b) Neuroglobinin distal ve
proksimal histininin konumu [14].

Ngb ve Cygb’nin en ¢ok bilinen omurgali globinlerden farki hegza-form da
bulunabilmesidir. Ligandin olmadigi durumlarda, hem-b grubunun distal tarafindaki E7
histidin biriminin demir atomunun altincit koordinasyonuna baglanmasiyla hegza form
olusur (Sekil 5b). Bu sebeple harici ligandlar baglanmak icin distal histidin ile yarigma
halindedir [23]. Hegza koordinasyon sergileyen globin yapilari, yakin zamanda, bitkilerde,
bakterilerde ve omurgasizlarda teshis edilmistir [25]. Hegza formun bu kadar yaygin bir
sekilde bulunmasi iyi korunmus bir fonksiyonu oldugunu one siirse de, fizyolojik dnemi
heniiz anlasilamamistir. Son yapilan ¢alismalar, Ngb’nin ligand baglanmasinda, pH’daki
clizi degismelerin bile belirgin degismelere yol agtigini, diger taraftan sicaklik
degismelerine pH’ya nazaran bagimsiz kaldigin1 géstermistir [26-28].

Ngb ve Cygb’nin diger bir 6zelligi ise hem-b grubundan disar1 agilan apolar yapil
benzersiz bir kanal sistemine sahip oldugudur. Bu kanal sisteminin ligandin baglanmasi ve
ayrilmasi i¢in 6zgiin bir yol sundugu diisiiniilmektedir [29-31].

Ngb ve Cygb’nin fonksiyonu hakkinda bugiine kadar yapilmis calismalar heniiz belli
bir fonksiyon veya mekanizma ortaya koymamustir. Ngb’nin, kinetik, hiicre ici
konsantrasyonu ve konumu gibi 6zelliklerinin Mb’ne olan asir1 benzerliginden dolayi, sinir
hiicreleri gibi metabolik olarak aktif hiicreler icin ozellestirilmis solunum proteini
oldugunu 6ne siirmektedir [32-35]. Bunun yani sira, Ngb’nin, reaktif oksijen ve azot

tiirevlerinin giderilmesinde de gorev alabilecegi One siiriilmiistiir [36, 37]. Hakkinda daha



az bilgi sahibi olunan Cygb’nin ise kollajen sentezinin bilinmeyen bir basamaginda rol

oynadig diistiniilmektedir [38, 39].

1.4. Omurgal Olmayan Canhlarda Globinler

Globinler, omurgali canlilarin yani sira glinlimiize kadar, omurgasizlarda, bitkilerde,
yasst solucanlarda, yumusakgalarda, bakterilerde vs. canlilarda teshis edilmistir. Omurgali
olmayan canlilarin globinleri, yapisal, fonksiyonel ve bulunduklar1 dokular agisindan
oldukca yaygin bir ¢esitlilik gosterir. Omurgali olmayan canli globinleri, yapisal bakimdan
her ne kadar daha ilkel olsa da, gosterdikleri yaygin cesitlilik, onlarin farkli kosul ve
fonksiyonlara adaptasyonunu saglamistir [40].

Omurgali olmayan canlilarin globinleri, R.E. Weber ve S.N. Vinogradov tarafindan
yapisal olarak bes gruba ayrilmistir: 1) Tek zincirli ve tek aktif bolgeli monomerik, (hiicre
ici veya hiicre dis1), 2) Dimer ve tetramerik globinler, 3) Molekiil agirligi 200-800 kDa
arasinda olan biiyilik ¢ok alt birimli globinler, 4) Bir veya daha fazla zincirden olusan, ¢ok
alt birim ve aktif bolgeye sahip olan Hb’ler ve 5) Hegzagonal, ¢ift katmanli, hiicredis1 dev
globinler [1].

Globinler, omurgali olmayan canlilarda, hiicre sivisinda, kirmizi kan hiicresinde,
hiicre zarmin yapisinda ve hiicre dis1 sivilarda bulunmustur. Agirlikli olarak oksijence fakir
cevrede yasayan canlilarda sentezlenmesinden dolayi, bu canlilardaki Onerilen birincil
fonksiyonu, oksijen depolamasi ve taginmasidir. Bunun yani sira, bugiline kadar yapilan
caligmalar cesitli fonksiyonlar Onermistir. Bunlara ornek olarak, Amphitrile ornata’da
oksidaz/peroksidaz benzeri aktivitesi [41, 42], Lumbricus’da siiperoksit dismutaz aktivitesi
[46], Chironomus thummi’de vitellogenin benzeri aktivite [44], Anisop ve Bunea gibi
bocek cinslerinin sudaki dengelerini saglamasi [45-47] ve Rhizobium meliloti’de oksijen

sensorii [48, 49] sayilabilir.

1.5. Boceklerde Globinler

Bocekler, yeryiiziinde en yaygin bulunan canli siniflarindan biridir ve milyondan
fazla tanimlanmis tiirli ile en ¢ok cesitlilige (tlir sayisina) sahip hayvan sinifi olarak da

taninirlar. Oksijenli solunum yapan bu canlilarin solunumu, trake adi verilen geligmis



kanallar sistemi sayesinde saglanmaktadir. Hatta bu kanallarin hiicre mitokondrilerine
kadar baglantis1 oldugu kanitlanmistir [50].

Yillar boyunca, bdoceklerin trake solunum sisteminin yiliksek difiizyon hizi ve
kapasite katsayisindan dolayi, bu sistemin, yeryiiziinde yasayan en biiylik bocegin dahi
oksijen tedariki i¢in yeterli oldugu ve bdceklerin bir solunum proteinine sahip olmasinin
gereksiz oldugu diisiiniilmekteydi [51, 52]. 1972 yilinda, chironomid lavralarinin parlak
kirmiz1 renginin globin varligindan kaynaklandiginin kanitlanmasiyla, chironomid ve
benzer oksijence fakir ortamda yasayan birkag tiir i¢in yukarida bahsedilen durum istisna
olarak kabul edilmistir [53, 54].

Fakat yakin zamanda yapilan ¢aligmalar, globinlerin, boceklerde (Dropsohile [55,
56], Anopheles [57], Apis [58] vs.) daha yaygin bir sekilde bulundugu kanitlanmistir.
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Sekil 6. Bocek globinlerinin amino asit siralarinin karsilastirilmasi. Sar1 bolgeler globin
yapisinin ve aktif bolgesinin olugsmasinda onemli aminoasitler, diger renkli
kisimlar ise alfa sarmal yapilari olusturan a.a. siralarini; (*), ¢akisan a.a.’leri; (),
benzer iki a.a. birimini ve (.) ise benzer yapidaki ikiden fazla a.a. siralamasini
gostermektedir [59].



Bocek globinleri kendi aralarinda dahi yaygin bir ¢esitlilige sahip olsalar bile, klasik
miyoglobin katlanmasin1 saglayan ve aktif bolgeyi olusturan a.a.’ler korunmustur

(Tablo 1) [60].

Tablo 1. Aktif bolgeyi olusturan ve globin yapisini olugturmaya yardimci a.a.’ler [60].

Tiirler Al2 B10 CD1 E7 E10 Ell F8
insan Mb Trp Leu Phe His Thr Val His
Chironomus Hb Trp/Phe/Tyr Leu Phe His Arg Ile/Val His
G. intestinalis Hb Trp Leu Phe His Arg Ile His
Drosophila globl Trp Leu Phe His Arg Ile His
Drosophila glob2 Trp Phe Phe His Ala Met His
Drosophila glob3 Trp Phe Phe His Arg Phe His
A. mellifera globl Trp Met Phe His Gly Val His
A. gambiae globl Trp Phe Phe His Asn Leu His
A. gambiae glob2 Trp Leu Phe Gln His Ile His
A. aegypti globl Trp Phe Phe His Asn Leu His
A. aegypti glob2 Trp Met Phe His Asn Val His
A. pisum globl Trp Val Phe His Lys Val His
A. gossypii globl Trp Phe Phe His Lys Val His
D. cervinus globl Trp Leu Phe Gln Ser Val His
T. castaneum globl Trp Phe Phe His Asn Val His
B. mori globl Trp Leu Phe His Asn Ile His
G. morsitans globl Trp Leu Phe His Arg Ile His

Omurgali hemoglobinlerinin aksine, bocek globin genleri intron pozisyonlar
acisindan da cesitlilik gosterir. En ¢ok bilinen giiniimiiz chironomid globin genlerinin
intron pozisyonu icermedigi i¢in, intron pozisyonlarinin yatay gen transferi sayesinde
kaybedildigi, yerine E9.1, E15.0 ve E12.2 noktalarinda intron pozisyonu olustugu
onerilmektedir [60]. Chironomid globin genlerinin ¢esitliligi ve omurgali canlilarin globin
genleri ile benzerligi daha ¢ok oldugu icin bocekler i¢in ata oldugu 6ne siiriilmiis olup,
fakat bu durum kanitlanamamustir [61]. Intron pozisyonlari kullanilarak yapilan filogenetik

inceleme asagida gosterilmektedir [60].
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Sekil 7. Bocek globin genlerinin intron pozisyonlart baz aliarak
yapilan filogenetik incelemenin sematik gdsterimi [60].

Globinlerin, bdceklerde bu denli yaygin bulunmasinin fizyolojik bir agiklamasi
olmas1 gerektigi diisiiniilmistiir. Fakat bocek dokularindaki hiicre i¢i mikro kosullar
bilinmediginden, globinler hakkinda elde edilmis bilgiler 1s18inda, kesfedilmis
fonksiyonlar1 dikkate alinarak fonksiyon tahminleri yapilmistir. Bunlara 6rnek olarak;
reaktif azot ve oksijen tiirlerinin giderilmesi [18], trake ¢eperlerinde oksijenin icerideki
hiicrelere akis hizin1 sabit tutmak i¢in tampon gorevi gormesi [17], vd. sOylenebilir.
Globinler diisiik konsantrasyonlarda ekspres edildigi i¢in, miyoglobin benzeri bir oksijen

tasima fonksiyonunun olmasi diisiik bir ihtimal olarak diisiiniilmiistiir [60].

1.5.1. Anopheles ve Apis

Apis (bal aris1) ve Anopheles (sivrisinek), hekzapoda alt subesinin insekta sinifina ait

olan geliskin bocek cinsleridirler.
Apidae (arilar) ailesine ait olan Apis, temel olarak, bal yapimi, depolamasi ve bal
mumundan olusan kovanda koloni halinde yasamasi gibi 6zellikleriyle taninirlar. Apis,
tanimlanmis 44’e yakin alt tiirli ile yaklasik 20.000 tiirii bilinen Apidae ailesinin, yalnizca

kiigiik bir kismini olusturur. Koloni halinde yasayan bu canlilar, koloni icerisinde yap1 ve
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gorevlerine gore, kralice ari, is¢i ar1 ve erkek ar1 olmak {izere iige ayrilirlar. Déllenmeyen
yumurtadan erkek arilar, dollenen yumurtalardan ise is¢i ve kralige arillar meydana gelir.
Kralige arinin olusmasi ise larvalarin beslenmelerine bagli olarak belirlenir. Bas, gogiis ve
karindan olusan viicut yapilari, genelde sar1 tonlarinda renkli olup, soylarina gore rengi
degisiklik gosterir. Larvada, sprakil kanallar1 araciligiyla saglanan solunum, ergin

bireylerde gelismis trake sistemiyle saglanir. Avrupa bal aris1 olarak bilinen bir tiir olan

Apis mellifera, yaygin olarak aricilikta kullanilan ve gen haritasi olusturulan iiclincii

bocektir (Sekil 8a) [62].

Sekil 8. Apis ve Anopheles gorintiileri (a) A. mellifera [63] (b) A. gambiae [64].

Anopheles ise culicidae ailesine ait zararli kan emici bir bocek cinsidir. Temiz su
birikintisinin bulundugu yerlerde yasar. Yumurta, larva, pupa ve eriskin yasam evrelerini
sergiler. Yumurtalari, suda tek ve daginik halde bulunur. Lavralari, solunumu, solungag
yariklartyla gerceklestirdigi ve solunum borusunun heniiz olugmamasindan dolay1
viicutlar1 su yiizeyine paralel sekilde bulunur. Pupa evresinde olusan karin ve govde kismi
bas yapisi etrafinda biikiilerek virgiile benzer bir sekil sergiler. Yumurtanin olusumundan
pupa evresinin tamamlanmasi, tiire ve c¢evre kosullarina bagli olarak 5-14 giin siirer.
Solunum kanallariyla solunum saglanir ve larvada gozlemlendigi gibi pupanin, solunum
icin su ylizeyine ¢ikmasi gerekir. Yaklasik 460 tanimlanmuis tiirtiniin 100°den fazlasi sitma
parazitinin tastyicisi olabilir. En tehlikeli sitma paraziti tasiyicist olan Anopheles gambiae,

en ¢ok bilinenleridir (Sekil 8b) [65].
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1.5.2. Anopheles gambiae ve Apis mellifera Globinleri

Yakin zamanda, 4. gambiae‘den (sivrisinek) iki globin geni (AgaGbl-AgaGb2) [57]
ve A. mellifera’den (bal aris1) bir globin geni [58] tespit edilmis, klonlama ve ekspresiyon
analizleri yapilmstir.

AmeGb, AgaGbl ve AgaGb2 genleri, cesitlilik gdsteren bocek globinlerinin aksine
omurgali globinleriyle ayn1 B12.2 ve G7.0 intron pozisyonlarina sahiptir. Dordiincii
evresindeki larvalarda yapilan in situ ¢aligmalari, AgaGbl i¢in, proteinin, yogunlukla
trake borularinin g¢evresinde sentezlendigini gosterirken; AmeGb, i¢in trake borularinin
yani sira testislerde ve malpigi tiiplerinde de sentezlendigini gostermistir [57, 58].

Ekspress edilen proteinler, 168 (AgaGbl), 182 (AgaGb2) ve 171 (AmeGb) a.a.’den
olusmaktadir ve sinyal peptit zinciri icermediginden, hiicrei¢ci protein olarak
ongoriilmiistiir. Polipeptidin zincir siralamasi, sekiz o-sarmal yapiyr ve aktiviteyi
saglayacak a.a.’lere sahip oldugu ispatlanmistir [57, 58].

Agirlikli olarak trake c¢evresinde sentezlendigi igin solunum proteini olarak
diistiniilmustiir, fakat ne oksijen baglama kinetigi ne de oksijenin hiicre i¢i kismi basinci

bilinmektedir [57, 58].

1.6. Globinler Hakkinda Literatiir Ozeti

Globinler yogun ekspres edildigi organizmalarda veya dokulardaki parlak kirmizi
rengi sayesinde bir¢cok canli dokusundan izole edilerek teshis edilmistir. Ekspresyonun
diisiik miktarlarda oldugu durumlarda ise bilinen gen haritalarindan veya elde edilen gen
kiitiiphanelerinden globin kodlayan gen varligi teshis edilerek arastirilmistir. Fakat canli
dokusunda ¢ok az miktarda ekspres edilen globinin saflastirilmast miimkiin olmadigi i¢in,
globin genini iceren DNA parcasi ile rekombinant bir vektor olusturularak konak E. coli
hiicresinde globinin fazla miktarda ekspresyonu saglanmistir (Boliim 1.6.1). Bu sayede
saflagtirilan globinler, bir ¢ok teknik kullanilarak, yap1 ve kinetik 6zellikleri incelenerek
fonksiyonlarinin aydinlatilmasinda kullanilmistir [66].

Globinlerin sahip oldugu hem grubunun, bu proteinlere kazandirdigi karakteristik
ozelliklerden dolayi, UV-vis spektrum ve elektron paramagnetik rezonans spektrum

analizleri, siklikla yapinin 6n karakterizasyonu i¢in bagvurulan tekniklerdir. Bu teknikler,
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globinlerin, yliksek spin (genellikle penta formu) veya diisiik spin (genellikle hegza formu)
durumunun incelenmesinde kullanilir [67].

Yap1 ve kinetik Ozelliklerinin incelenmesinde ise flag fotoliz en ¢ok kullanilan
tekniklerdendir. Bu teknik, ayr1 baslik altinda daha ayrintili olarak agiklanmigtir (Boliim
1.6.2).

Globin yapisinin analiz edilmesi i¢in kullanilan diger bir yontem ise, X-1sin1
kristalografisidir. Bu yontemle molekiiliin 3 boyutlu yapisi aydinlatilabilir ve aktif bolge
kavitesi incelenebilmektedir. Literatiirde yapilmis olan c¢alismalarda, globinin aktif
bolgesindeki a.a.’lerin olusturdugu kavite biiyiikliigii belirlenerek, kavitenin, ligand
baglama mekanizmasina etkisi arastirtlmistir. Kesfedilen kavite/kanal sistemlerinin,
olusturulan mutasyonlarla bloke edilmesiyle, kavitenin, afinite iizerindeki etkisi
incelenmistir [67-69].

Globin ekspresyonunu saglayan genin silinmesiyle veya globinin geri doniisiimsiiz
inhibisyonuyla, organizmada gerceklesen degisiklikler, globinlerin fonksiyonlarinin
aydinlatilmasinda kullanilmistir. Literatiirde, fare kalp Mb geni silinerek yapilan
deneylerde, kalp fonksiyonlarinin %30 azaldigi goriilmiistiir. Buna dayanarak, Mb’nin
dokularda oksijen depoladigi ve dokunun uzun siireli oksijen yetersizligine dayanikliligini
arttirdig1 diistiniilmistiir [70]. Anisops iizerinde yapilan karbonmonoksitle zehirleme
caligmalar1 ise gOstermistir ki, anisops globininin solunumda gdrev almaktan ziyade su
icinde dengesini saglamada rol oynamaktadir [45, 46]. Fakat, globin yoklugunda takip
edilebilir bir degisim sergilemeyen canlilarda bu tiir fonksiyon analizlerini yapmak
miimkiin olmamaktadir. Boyle durumlarda ise, globinlerin bulundugu dokular ve bilinen
fonksiyonlar1 géz Oniine alinarak, yapilan kinetik ¢aligmalarla farkli ligandlara (CO, NO,
reaktif oksijen ve azot tiirleri) afinitesine gore, globin fonksiyonuna yonelik ¢alismalar

yapilmistir (B6lim 1.6.2).

1.6.1. Rekombinant Vektor

A. gambiae (AgaGb) ve A. mellifera (AmeGb) globinlerinin dokularda ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunmasi, onlar1 dogal ortamlarindan elde edip saflastirmay1 imkansiz
kilar. Bu yilizden bu proteinlerin karakterizasyon caligmalari i¢in en uygun yontem klon

ekspresyonu olarak onerilmistir [66].
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pET sistemi, hedef proteinlerin, kisa bir silirede ¢ok miktarda iiretilmesi igin
tasarlanmig etkili bir sistemdir. Bu sistem, hedef proteinin geninin klonlanmasi ve
proteinin E. coli hiicresinde ekspresyonundan olusmaktadir [71].

Enzimle kesilmis PCR {irlinlerinin ayn1 enzimle kesilen pET-23a(+) vektoriiniin
ekspresyon bolgesine yapistirilmasiyla elde edilen plazmid, E. coli hiicresine transfer edilir
ve antibiyotik kontrolii altinda ¢ogaltilir. pET-23a(+) plazmidinin amfisilin antibiyotigine
kars1 direng geni, ekspresyon bdlgesi ve ekspresyon bolgesinin sonunda saflastirmada
kolaylik saglamak i¢in His-kuyrugu uzantis1 igermektedir [71].

BL21(DE3)pLysS, ekspresyon i¢in konak hiicre sistemi olarak kullanilmaktadir. Bu
hiicre T7 bakteriofaj geni sayesinde kontrollii protein liretimi saglanmaktadir. Lac [
geninden replike edilen /ac represor, DE3 geninin promotor bolgesine baglanarak T7 RNA
polimeraz enziminin transkripsiyonunu inhibe etmektedir. Baskilayiciya ragmen az
miktarda sentezlenen T7 RNA polimeraz, pLysS plazmidinde bulunan T7 lizozim geninden
replike edilen T7 lizozim ile inaktive edilmektedir. Boylece yeterli hiicre konsantrasyonuna
ulagilana kadar protein ekpresyonu engellenmis olmaktadir. Uygun konsantrasyona
ulagildiginda, IPTG eklenmesiyle Lac baskilayicisi uzaklagsmakta ve T7 RNA polimeraz
iiretimiyle protein ekpresyonu baslamaktadir (Sekil 9). Ayrica BL21(DE3)pLysS konak

hiicresi hedef proteine zararli olabilecek proteaz icermemektedir [71].

/ IPTG indiksiyon IPTG indiksiyon \

Ecoli RNA T7 RHA
Polimeraz v Polimeraz v
| 17 mnl I lodef
~ T7 RHAPolimeraz
= ath d /43
LS < v
< i < i
AT > ‘ > o S Q \
lac promotoy T7 Promotor
INAKTIF

\ E coli Genomu j

Sekil 9. pET sisteminin ekspresyon kontrol mekanizmasinin sematik gosterimi [71].
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1.6.2. Flas Fotoliz ile Ligant Baglama Ozelliklerinin Ol¢iilmesi

Hem-proteinlerinin ligand tekrar baglama iligkisinin flag fotolizle incelenmesi,
protein-ligand molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi i¢in sik¢a bagvurulan bir yontemdir.
Bir yan tepkime vermeksizin, hem-karbonmonoksit komplekslerinin, goriiniir 1sikla
flaglanmasiyla, kolaylikla ligandindan ayrilmasi ¢ok kullanislt bir 6zelliktir. Bu sayede,
lazer gonderilmis numunenin, zaman(ns-ms)-absorpsiyon degisimine bagl olarak ligandin
tekrar baglanma 6zellikleri incelenmektedir [72, 73].

Mb ve Hb gibi harici ligandin baglanmadigi durumlarda hegza formunda bulunan
globinlerde yalanct birinci dereceden go6zlenen ligand-globin reaksiyonu tek {issel
fonksiyondan ilerlemekte ve k sabiti Formiill 2’nin integrasyonuyla kolaylikla
hesaplanabilmektedir. Distal histidin biriminin altinct koordinasyona baglanabildigi
durumlarda ise harici ligandin baglanmasi i¢in histidin biriminin ayrilarak harici ligandin
baglanacagi ara faz1 olugturmasi gerekmektedir (3). Bu ara basamagin olusmasi reaksiyon
hiz denklemini olduk¢a karmasik bir hale getirmektedir (4). Gergekte, bu reaksiyonun daha
cok ara basamak iizerinden yiiridiigli tahmin edilse de, bu, islemleri, ¢6zlilmesi imkansiz
hale getireceginden ihmal edilmektedir. Istatiksel egri uydurma programiyla, t-AO.D
grafiginden elde edilen iki iissel fonksiyon denklemi elde edilerek bu denklemlerden de
Kdeneyset degerleri elde edilmektedir. Kgeneysel — CO konsantrasyonu grafigi ¢izilerek konco ve

kosrn degerleri elde edilmektedir [72, 73].

A=Ape™ (2)
) |
Hby, = Hb, “5 Hb, (3)

kl(

' — kéO CO|(k H™ Y2
kCO[CO](k H 'Yl))e it _( [ ]( 7))6 th:| (4)

[Pcol = [P]o[l - ( viv — v Y2(v1 — %)

Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen globinlerin ligand baglama hiz sabitleri
durgun akis yontemiyle 6lgiilen ligand ayrilma hiz sabitlerine (Kpaglanma/Kayriima) Oranindan
afiniteleri hesaplanmistir. Afinitesi ve bulundugu canlinin/dokunun i¢inde bulundugu

kosullar goze Oniine alinarak, globinlerin, fonksiyonuyla ilgili tahminler yapilmis veya
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kurulan hipotezlerin dogrulugu tartisilmistir. Yapilan kinetik ¢alismalarla Mb ve Hb’nin
oksijen tagima ve depolama ve azot oksit giderme mekanizmalar1 aydinlatilmistir [18, 74].
Sinir dokularinda bulunan Ngb’nin azot oksit giderilmesinde rol aldig diisliniilmiis, fakat
kinetik oOlglimlerle belirlenen azot oksit afinitesinin bu goérev i¢in uygun olmadig

goriilmiistiir [75].

1.7. Calismanin Amaci ve Onemi

Globinler, yillar boyunca belirgin kirmizi rengi ve yaygin bulunusundan dolay1 en
cok arastirilan protein ailesinden biri olmustur. Bilinen canlilarin yaklasik %33 linde teshis
edilen ve en bilinen 6zelligi oksijen tasima-depolama olan bu proteinlerin, boceklerin sahip
oldugu trake gibi ¢ok etkin bir solunum sistemi oldugundan, bdceklerde bulunmasinin
gereksiz oldugu diisiintilmekteydi. Yalniz, oksijence fakir ortamda yasayan bocekler istisna
olarak gosterilmekteydi.

Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, Dropsohile [55, 56], Anopheles [57], Apis [58]
gibi yasam dongiileri boyunca oksijence fakir ortamda bulunmayan bdceklerde de globin
genlerinin varligin1 ortaya koymustur. /n situ c¢alismalar da bu proteinlerin aktif olarak
sentezlendigini gostermistir.

Bocek globinlerinin fonksiyonlari, gerek hiicre i¢i konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik
olmasi, gerekse doku i¢i mikro kosullar bilinmediginden, globinler hakkinda bilinenlerle
kisitlt kalmigtir. Bu sebeple kesin fonksiyonunun kesfedilmesi miimkiin goriilmemektedir.
Fakat yapilan kinetik ve yapi karakterizasyonu c¢aligmalariyla globinlerin arasindaki
flogenetik iliski, globinlerin gecirdigi degisimi anlagilir hale getirmektedir. Bu nedenle
boyle bir filogenetik iligkinin ortaya konmasi, globinlerin gecirdigi degisime 151k tutmak ve
bocek globinlerinin fonksiyonlarmi bilinen fonksiyonlariyla iligkilendirmek adina bir
caligma planlanmistir.

Bu ¢aligmada, Prof. Dr. Sylvia Dewilde damismanliginda (University of Antwerp,
Belgika), A. gambiae ve A. mellifera globinlerinin izole edilen cDNA’lari, Prof. Dr.
Thomas Hankeln’den (Johannes Gutenberg Univesitit, Almanya) temin edilmis olup, s6z
konusu cDNA’lar kullanilarak pET sistemi ile globin geninin klonlamasi ve ekspres
edilmesi saglanip, ekspres edilen proteinler saflagtirilarak on yapi karakterizasyonu

yapilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan materyaller

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kimyasal maddeler

5-amino levulinik asit (ALA)

Adi Firma
EDTA
Etanol
Glisin . .
Hcl Fisher Scientific
NaCl
. KH,PO,, K,HPO

Genel Kimyasallar e
Amonyumperoksit
Triton Merck
N328204
TRIS Acros Organics
Metanol Prolabo
10x PCR-tampon Biolabs

PCR dNTP (10mM) Invitrogen

MgCl, (25mM) &
Amfisilin, .
Kloramfenikol Calbiochem

Sigma-Aldrich

Coomassie brilliant blue R250

Bromfenol mavisi

Hiicre yetistirme Izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozi (IPTG) Fermentas

S.0.C besiyeri Invitrogen
Tripton
Maya ekstragi (toz) LabM
Agar eksrakt

Agaroz jel elektroforezi  Gel red Biotium
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
B-merkaptoetanol Merck

. Amonyum peroksodisiilfat
SDS-PAGE jel o
elektroforezi Akrilamit

Bisakrilamit SERVA

Fluka




2.1.2. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar
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Cihazin ad1 Firma Model

PCR Applied Biosystem Gene-Amp PCR system 9700
Platform calkalryici Innova 2000

Hava banyolu ¢alkaliyict Innova 4230

Santrifiij Ependorf 5810 R

Sonikator GeneQ Ultrasonic processor VC 130
Spektrofotometre Genesys 6

SDS-PAGE-elektroforez Bio-Rad mini proteam gel system

Nanodrop spektrometre

ISOGEN life science

ND-1000

Amikon Milipore AMICON 8200
Mili Q saf su cihazi Milipore Mili-Q Integral 3
LC-HPLC pompa sistemi GE Healthcare Ettan LC
Dedektor Dawn Heleos II
Gaz karistirma sistemi Bronkhost High-tech
Spektrofotometre (flas fotoliz) Edinburg Instruments LP920
Isik kaynag (flas fotoliz) LED lamp
Lazer(flas fotoliz) Spectra Physics Quantaray frequency  doubled-Nd: YAG
laserlamp
2.1.3 Kullamlan Enzimler
Calismada kullanilan enzimler Tablo 4’te verilmistir.
Tablo 4. Calismada kullanilan enzimler
Enzim Firma Konsantrasyonu
Hindlll Biolabs 3U/uL
Ndel Biolabs 3U/uL
Xhol Biolabs 3U/uL
T4 DNA ligaz Biolabs 3U/uL
Taq DNA polimeraz Biolabs SU/uL
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2.1.4. Klonlama ve Protein Saflastirma Islemlerinde
Maddeler

Kullanilan Kimyasal

Klonlama ve protein saflastirma islemlerinde kullanilan kimyasal maddeler Tablo

5’te verilmistir.

Tablo 5. Klonlama ve protein saflastirma islemlerinde kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Malzemeler Firma

Plazmid Izolasyon Kiti (High Pure Plasmide Isolation Kit) Roche

PCR Uriinleri Saflastirma Kiti (High Pure PCR Product Purification Kit) Roche

Protein standard marker: Low Moleculer Weight-marker Bio-Rad

1 kb DNA ladder Fermentas
Protein Saflastirma kolon matriksi (Ni-kolon ) GE healthcare
Protein Saflastirma jel filtrasyon kolonu Superdex GF75 GE Healthcare
Analitik jel filtrasyon kolonu Superose 12 HR 10/30 GE Healthcare

2.1.5. Kullanilan Suslar

Calismada kullanilan suslar Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan suslar

Tiir Sus Genotip Kullanim Amaci
Escherichia JM109 endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—,
coli mk+), relAl, supE44, A( lac-proAB), [F’ Klonlama hiicresi

traD36, proAB, laglqZAM15]
Escherichia BL21(DE3)pLysS F-, ompT, hsdSg (rg—,mp—), dcm, gal,
coli MDE3), pLysS, Cm'

Ekspresyon hiicresi

2.1.6. Klonlamada Kullanilan Vektor

Calismada kullanilan pET-23a(+)vektoriiniin dairesel gen haritas1 ve ¢coklu klonlama

bolgesinin baz dizini Sekil 10’da gosterilmistir.
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Sac|l91
HmcH182
Xhol 159
Notl 167 HdeII 174
co RI 193
| _—BamHI 199
/ —T7_genel0_leader other
_ g '/,\\Nda 239
/ N@al 277
Balll 335

* 3200bp

-~
\\\\ampgnom T/[nom 600bp -

]()OOb
. flongm
T7term

pET-23a (+)
3666bp

—ROP other

————Pwull 980

Pstl 2527~

PBR322 origin

. 2200bp N\
I‘ ) 2000bp . 1600bp n
‘o \ A\

LU B

-
7

Ball 2402/ '

AlwNI 1805

BglIT Xba I
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATT

Nde I Nhe I Bam HT
TTGTTTAACTTTAAGRAGEAGATATACATATGGCTAGCATGACTGGTCCACAGCAAATGGGTCGCGGATCC

Ecor I Sac I Sal I HindIII Not I Xho I
GAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTG

CTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCHIARCCEETTEE

Sekil 10. pET-23a(+) vektoriiniin gen haritast ve promotor ve ekspresyon bolgesi
siralamasi. Ekspresyon bolge siralamasinda, sari bolge T7, promotor bolge,
yesil, ribozom baglanma, mavi, His-kuyrugu uzantisi, pembe ise T7 terminator
bolge baz siralamasini gostermektedir. Kesim bdlgeleri, {iizerine ilgili
enzimlerin isimleri ile belirtilmektedir [62].
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2.1.7. Kullanilan Primerler

Calismada kullanilan primerler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilar primerler

Primer Ada Baz Sirasi Tm (°C) Sentezleyen Firma

Ame ileri 3’-GGA-ATT-CCA-TAT-GGG-AAC- 53.1 Eurogentec
GTT-TCT-ACG-3’ : &

A . 5’-CCG-CTC-GAG-AGA-AGC-GAA-- 564 E ¢
me geri AAC-CTG-ATA-TA-3’ . urogentec

Acaileri 5> GGA-ATT-CCA-TAT-GTC-CGG- 607 E ¢
ga ileri ACC-CGG-GTC-G 3’ . urogentec

A . 5’ CCC-AAG-CTT-CTC-GAA-CGC- 64.9 E ¢
ga geri GGC-CGC-AAC-CG 3’ . urogentec

T7 promotor: TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GG 55 Eurogentec

pET3aR3: CTA-GTT-ATT-GCT-CAG-CGG-TG 55 Eurogentec

2.1.8. Siv1 ve Kat1 Besiyerleri

e Luria-Bertani (LB) 6 mL’lik kiiltiirler i¢in besiyeri: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g
maya ekstragr ve 0,5 g NaCl son hacim 1 L olacak sekilde saf suda ¢oziiliip, tliplere
6 mL’sar dolduruldu. Agz1 pamuk ve demir kapakla kapatilan tiipler 121 °C’de ve 1 atm
basing altinda 20 dakika steril edildi [76].

e Luria-Bertani Agar (LB Agar) Besiyeri: 10 g bakto-tripton, 5 g maya ekstragi ,30 g
agar ve 5 g NaCl son hacim 1 L olacak sekilde saf suda ¢oziiliip, 121 °C’de ve 1 atm
basing altinda 20 dakika steril edildi [76].

e Terrific Broth (TB) besiyeri: 60 g Tripton, 120 g maya ektragi, 11,5g KH,PO,4 ve
62,7 g KoHPO,4 yaklasik 4,5 L saf suda ¢oziiliip, 25 mL %80’lik gliserol ¢ozeltisi
eklendikten sonra saf su ile 5L’ye tamamlandi. 1L lik erlenlere 250’ser mL doldurulup 121
°C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi [77].
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2.1.9. Agaroz Jel Elektroforezi

* Jel Yiikleme Boyas1 (6X): 25,0 mg bromofenol mavisi ve 3 mL gliserol saf su ile
tyice karistirilip, hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e EDTA Cozeltisi (0,5 M, pH 8,0): 18,61 g EDTA.2H,0 yaklasik 80 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1, 1 N NaOH ile 8,0’a ayarland1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e Tris-Borik Asit-EDTA Cozeltisi (5X TBE): 54,0 g Tris, 27,5 g borik asit ve 20 mL
0,5 M EDTA (pH 8,0) ¢ozeltisinin steril saf su ile iyice karistirilip hacminin 1000 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

¢ Jel Hazirlama ve Yiiriitme Tamponu (1X TBE): 100 mL 5X TBE c¢ozeltisinin

hacminin saf su ile 500 mL’ye tamamlanmasi ile elde edildi.

2.1.10. SDS PAGE Jel Elektroforezi

* Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris ve 10 g SDS yaklasik
200 mL saf suda ¢oziildii, pH’s1 8,8’e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de
saklandi.

* Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris ve 10 g SDS yaklasik 200 mL
saf suda ¢oziildi, pH’s1 6,8’e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

* Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%15): 0,15 g APS yaklasik 8 mL saf suda
¢oziiliip hacmi 10 mL’ye tamamlandi her kullanim i¢in giinliik hazirlandu.

* N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.

* Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de sakland.

* Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi. Bakteri stogu hazirlamak i¢in kullanilacaksa otoklavda steril
edildi.

* Bromofenol Mavisi (%0,1): 10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildii ve hacmi
10 mL’ye tamamlanda.

* SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 pL %10 SDS,
100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 pL PB-merkaptoetanol

karistirilmasi ile hazirland ve kii¢lik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.
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* SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 480 mL saf suda
coziildiikten sonra iizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3’e ayarland: ve
¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

* Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue R250’nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlandi.

* Boya Uzaklagtirma Cdozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600

mL saf suyun karistirilmastyla hazirlandi.

2.1.11. Nikel Afinite Kromatografisi Cozeltilerinin Hazirlanmasi

* Stok 500 mM Tris-HCI pH 7,5 tamponu: 60,55 g Tris, yaklasik 980 mL saf suda
coziilerek 1 N HCI ¢ozeltisi ile pH’1 7,5’a ayarlandi ve hacmi 1 litreye tamamlandi,
+4°C’de sakland.

* A tamponu: 100 mL stok Tris-HCI ¢ozeltisine, 17,53 g NaCl eklenip 1000 mL’ye
tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

* B tamponu: 50 mL stok Tris-HCI ¢ozeltisine, 8,76 g NaCl ve 17,01 g imidazol
eklenip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

* Nikel afinite testi i¢in tamponlar:

1. 4 mL B tamponu, iizerine A tamponu eklenerek 100 mL’ye tamamlandi ve
+4°C’de saklandu.
2. 20 mL B tamponu, iizerine A tamponu eklenerek 100 mL’ye tamamlandi ve
+4°C’de saklandu.
3. 50 mL B tamponu, iizerine A tamponu eklenerek 100 mL’ye tamamlandi ve
+4°C’de saklandu.
4. 70 mL B tamponu, iizerine A tamponu eklenerek 100 mL’ye tamamlandi ve
+4°C’de saklandu.
* Diyaliz tamponu: 5 mL Tris-HCI tamponu, saf su ile 500 mL’ye ile tamamland1 ve

+4°C’de saklanda.
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2.1.12. Jel Filtrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

* Stok EDTA pH 7,0 tamponu: (0,5 M, pH 7,0): 18,61 g EDTA.2H,0 yaklasik 80
mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1t 1 N HCl ile §,0’a ayarland1 ve hacmi 100 mL’ye
tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

* Stok Jel filtrasyon tamponu 10X: 2 mL stok EDTA pH 7,0 tamponu, 12,11 g Tris-
HCI ve 17,55 g NaCl yaklasik mili Q ile filtre edilmis 180 mL saf suda ¢oziiliip pH 8,5’a
ayarlandiktan sonra mili Q filtre edilmis saf suyla 200 mL’ye tamamlandi ve +4’de
saklandi.

¢ Jel filtrasyon tamponu: 100 mL stok Jel filtrasyon tamponu mili Q ile filtre edilmis

saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi ve +4’de saklandi.

2.1.13. Flash Fotoliz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

* Fosfat pH 7,0 tamponu: 50 mL 0,1 M K,HPOj ¢ozeltisinin pH’1, 0,1 M KH,PO,4
cozeltisiyle pH 7,0’ye ayarlandi (Son hacim ~100mL).
* Sodyum ditiyonit ¢ozeltisi: ependorf tiipiin i¢ginde 1 mL saf suda dibinde ¢okelek

gozlenene kadar Na,S,04 eklendi ve ¢oziilmeye ¢alisarak doygun ¢ozelti elde edildi.

2.1.14. Diger Cozeltiler

* Amfisilin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg amfisilin saf suda ¢oziilerek hacmi 10
mL’ye tamamlandi. Hazirlanan cozelti filtre ile steril edilip kiiclik kisimlara boéliinerek
-20 °C’de saklandi.

* Kloramfenikol Cozeltisi (30 mg/mL): 30 kloramfenikol saf alkolde ¢oziilerek
hacmi 10mL’ye tamamlandi kiigiik hacimlere boliinerek -20°C’de saklandi.

* Etanol Cozeltisi (%70): 70 mL etanoliin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

* Kalsiyum Klortir Cozeltisi (0,1 M): 1,47 g CaCl,.2H,O saf suda ¢ziiliip hacminin
100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan c¢ozelti otoklavda steril edilip
+4 °C’de saklandi.

* Tris-HC1 (500 mM, pH 8,0) tamponu: 60,55 g Tris yaklasik 980 mL saf suda
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coziilerek 1 N HCI ¢ozeltisi ile pH’1 8’e ayarlandi ve hacmi 1 litreye tamamland1 ve
+4°C’de sakland.

* EDTA (Cozeltisi (50 mM, pH 8): 1,86 g Na,EDTA.2H,0 yaklasik 80 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 8,0’ e ayarlandi1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

* Siispansiyon ¢ozeltisi: 50 mL 500mM Tris-HCl pH 8.0 tamponuna 1,75 g NaCl

karistirilip saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2.2. Klonlama ve Protein Ekspresyonu

2.2.1. DNA Fragmentlerinin PCR ile Cogaltilmasi

A. gambiae ve A. mellifera cDNA’larindan globin genleri uygun primerler

kullanilarak PCR ile g¢ogaltildi [78]. Reaksiyon karisimi Tablo 8’deki miktarlarla son

hacim 25 pL olacak sekilde hazirlandi. DNA fragmentleri Tablo 9’daki sicaklik programi

uygulanarak PCR’la ¢ogaltild1.

Tablo 8. PCR bilesenleri ve miktarlar

Bilesen Miktar (pL)
Ileri primer 1

Geri primer 1

10x tampon 2,5

10 mM dNTP 0,5

25 mM MgCl, 0,75
Taq DNA polimeraz 0.1
H,O 18,25

DNA plasmit 1
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Tablo 9. PCR programi. *: AmeGb i¢in 56, AgaGb i¢in 65.

T (°C) Zaman (dakika)  Cevrim sayisi

[k denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 1
Primer Baglamasi * 1 25
Uzama 72 1
Son uzama 72 10 1
Bekleme 4 00

2.2.2. Agaroz Jel Elektroforez

PCR iiriinlerini goriintiilemek i¢in agaroz jel elektroforezi uygulandi [79]. %1°lik
agaroz jel hazirlamak i¢in 0,3 g agaroz tartildi ve 30 mL 1X TBE tamponu i¢inde
mikrodalga firinda 2 dakika tutularak eritildi. Sicak agaroz ¢o6zeltisi, 50-55 °C’ye gelinceye
kadar oda sicakliginda biraz bekletildi ve 3 pL gel red ilave edilip iyice karistirildiktan
sonra jel tablasina dokiildii. Jel donduktan sonra, elektroforez kab1 1X TBE ile dolduruldu.
Her bir kuyucuga ayr1 bir yerde karistirilmis olan 2 pL jel yiikleme boyasi ve 10 uL PCR
rtinii yliklendi. Yaklasik 45 dakika boyunca 100 mA’de elektrik akimi uygulandi. Jel
goriintiileri, jel gorilintileme cihazinda Kodak Molecular Imaging System programi

yardimiyla incelenip kaydedildi.

2.2.3. PCR Uriiniiniin Saflastiriimasi

PCR iiriinleri, PCR iirlinleri temizleme Kkitiyle iiretici firmanin Onerdigi prosediire
uygun olarak saflagtirildi. 100 uLL PCR iiriinii 500 pL baglama tamponuna karistirildiktan
sonra filtre tlibline aktarilip karistm 1 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Filtrede
tutulan DNA parcalar1 300 pL ve 200 pL’lik hacimlerdeki yikama tamponuyla 2 kez daha
santrifiij edilerek yikandi (1 dak. 13000 rpm). Son olarak filtrede tutulan DNA parcalari
100 pL steril su ile santrifiij edilerek filtreden ayrildi (1 dak. 13.000 rpm).
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2.2.4. PCR Uriinlerinin ve pET Vektoriiniin Kesimi

Tablo 10: Kesim i¢in kullanilan restriksiyon enzimleri

Gen Birinci kesim Ikinci kesim
Restr1ks1yon Restriksiyon T(°C) Restr1ks1yon Restriksiyon T(°C)
enzimi tamponu enzimi tamponu
AgaGb Ndel Tampond 37 HindIlI Tampon2 37
WT/Acys P P
V‘?,?}ZEES Ndel Tampon 4 37 Xhol (+BSA) Tampon 2 37

AgaGb ve AmeGb DNA pargalarinin pET vektoriine uygun sekilde yapistirmak i¢in
her ikiside uygun iki farkli enzimle firmanin 6nerdigi prosediire uygun olarak kesildi
(Tablo 10). 1 pL restriksiyon enzimi ve 12 pL restriksiyon tamponu 100 pL saflastirilmis
PCR iiriiniine eklendi. ilgili enzimin gerektirdigi durumlarda ayrica karisima 1,2 L BSA
eklendi ve karigima son hacmi 120 pL olacak sekilde steril su eklendi. Karisim, {iretici
firmanin belirttigi kosullarda ~6 saat su banyosunda bekletildi. Yapilan kesim igleminden
sonra 2. kesim i¢in enzim farkli tampon gerektirdigi i¢in Yiiksek saflik PCR iiriinleri
saflagtirma kitiyle saflastirildi. pET-23a(+) vektoriide Yiksek saflik PCR iiriinleri
saflagtirma kitiyle saflagtirilip, AgaGb ve AmeGb DNA pargalariyla ayn1 enzimle kesilerek

rekombinant vektore olusturmaya uygun parcalar elde edildi [80].

2.2.5. DNA Parcasimin pET Vektoriine Ligasyonu

Enzimlerle kesilmis ve saflastirllmis DNA pargalarinin vektorle yapigsmasinda en
uygun konsatrasyonlar1 belirlemek icin, ayni enzimlerle kesilip saflastiriimis DNA
pargalar1 ve vektorlerinin konsantrasyonlar1 nano drop spektrometre ile dlgiilerek ligasyon
icin gerekli miktarlar asagidaki formil (1) ile 1/3, 1/5 ve 1/10 olmak iizere ii¢ farkh

vektor/plazmid oraninda hesaplandi [80].

{ (50 ng vektorx kb plazmid) / kb vektdr } x molar oran = ng plazmid (D
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Hesaplanan miktarlarla hazirlanan vektor/plazmid karigimma 1 pL  ligasyon
tamponu, 1 uL. T4 DNA ligaz ve son hacim 10 pL olacak sekilde steril su eklendi. Karigim
18°C’de su banyosunda bir gece inkiibe edildi [80]. 1 puL ligasyon karigimi, 300 pL E. coli
kompetent hiicresine eklenip 30 dakika buzda inkiibe edildikten sonra 45 saniye 42°C’de
1s1 soku uygulandi. Is1 sokundan sonra 2 saat daha buzda inkiibe edilen hiicrelere 1 pL LB
besiyeri eklenip 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. 1 saat sonunda hiicreler amfisilinli agar
besiyerlerine tabaka ekimi yapildi ve gece boyunca etiivde 37°C’de biiyiimeye birakildi.
Petride bir gece boyunca biiyliyen kolonilerden steril pipet ucuyla secilerek agaroz
besiyerine ¢izgi ekimi yapildi ve ekim sirasinda kullanilan pipet uclarinda kalan hiicreler
koloni PCR’inda kullanildi. Tablo 11°de verilen konsantrasyonlarda hazirlanan PCR
reaksiyon karisimina sicaklik programi (Tablo 12) uygulanarak plazmidlerin ekspresyon
bolgesi PCR reaksiyonuyla ¢ogaltildi [81]. PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde
kosturularak DNA parc¢asina sahip koloniler belirlendi.

Tablo 11. Koloni PCR’1 bilesen ve miktarlari

Bilesen Miktar (uL)
T7 promotor 1
pET3aR3 1

10x Tampon 2,5

10 mM dNTP 0,5

25 mM MgCl, 0,75
Taq DNA Polimeraz 0.1
H,O 18,25

1 koloni
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Tablo 12. Koloni PCR’1 i¢in sicaklik programi

T (°C) Zaman (dakika)  Cevrim sayisi
[k denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 |
Primer Baglamasi 55 1 35
Uzama 72 |
Son uzama 72 10 1
Bekleme 4 00

Belirlenen kolonilerin agar besiyerindeki stoklarindan alinarak 6 mL’lik LB
besiyerlerinde bir gece boyunca biiyiitiildii ve ertesi gilin yliksek saflik PCR plasmid
izolasyon kiti ile iiretici firmanin tarifine uygun olarak asagida agiklandigi gibi plazmid
saflastirilmasi yapildi.

3 mL E. coli kiiltiirii 4.000 rpm’de satrifiij edildi ve supernatant uzaklagtirildi.
Sonrasinda hiicreler, 250 pL silispansiyon tamponunda tekrar siispansiye edildi ve 250 uL
lizis tamponu eklenip 5 dakika oda sicakhiginda inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda
sogutulmus baglama tamponu eklenerek tekrar 5 dakika buzda inkiibe edildi ve ardindan
10 dakika 13.000 rpm’de santrifiij uygulandi. Satrifiij sonunda elde edilen supernatant
yiiksek saflik filtre tiipiine yerlestirilip 1 dakika boyunca 13.000 rpm’de sanrifiij uygulandi.
Filtre tarafindan tutulan plazmidler, filtreden 1 dakikalik 13.000 rpm’lik santrifiij
uygulanarak gegirilen 500 pL yikama tamponu I ve 700 pL’lik yikama tamponu II ile
aritildi. Yikama tamponlarindan tamamen uzaklastirilmasi i¢in filtreye son kez bos olarak
13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulandi ve ardindan, saflastirilmis plazmidler, 100 pL
steril su ile santrifiij edilerek filtreden ayrildi. Elde edilen plazmid ¢dzeltisinin 10 pL’si
sira analizi i¢in Gent Universitesi’ne yollandi, geri kalan1 -20°C derecede saklandi.

E. coli gece Kkiiltiirlinden alman 1 mL’lik kisim {izerine, 500 pL 9%50’lik gliserol

cozeltisi eklenerek gliserol stok hazirlandi ve —80°C’de sakland1 [82].

2.2.6. Rekombinant Vektoriin Ekspresyon Hiicresine Transformasyonu

Dogru siralamay1 igeren rekombinant vektdr, E. coli BL21(DE3)pLysS hiicresine
45°C’de 30 saniye 1s1 sokuyla transfer edildi [76]. 250 pL S.O.C besiyeri eklenen hiicreler
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1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra amfisilin ve kloramfenikol i¢eren agar besiyerlerine
ekilip gece kiiltiirii hazirlandi. Biiyliyen kolonilerden secilerek 6 mL’lik LB besiyerinde
ilgili antibiyotikler esliginde 37°C’de gece boyu biiyiitiildii (0.02 mg/mL kloramfenikol ve
0.03 mg/mL amfisilin). Elde edilen gece kiiltiiriinden 1 mL alinip, 500 pL %50’lik gliserol
cozeltisi eklenerek gliserol stok hazirlandi ve -80°C’de sakland1 [82].

2.2.7. Protein Ekspresyonu

Rekombinant genleri i¢eren E. coli BL(DE3)pLysS hiicrelerinden hazirlanan gliserol
stoktan, 6mL’lik bir kissm LB besiyerine (0.02 mg/mL kloramfenikol ve 0.03 mg/mL
amfisilin iceren) ekilip gece boyunca 37°C’de biyiitiildii. Gece kiiltlirti, 250 mL’lik
besiyerlerine (0.02 mg/mL kloramfenikol ve 0.03 mg/mL amfisilin) ekildi ve 37°C’de
optik yogunlugu ~0.8 olana kadar biiyiitiildii. Ardindan son konsantrasyonu 0,4 mM olacak
sekilde IPTG eklenip gece boyu 37°C’de calkaliyicili hava banyosunda yaklasik 20 saat
inkiibe edildi [70].

Gece boyunca protein ekspres eden hiicreler, 4.000 rpm’de santrifiij edilerek toplandi
ve siipernatant uzaklastirildi. Coken hiicreler, siispansiyon tamponuyla tekrar siispansiye
edildikten sonra 3 kere dondurulup (-20°C) ¢oziilerek hiicrelerin par¢alanmasi saglandi ve
hiicre DNA’larin1 kirmak icin 2 dakikalik 70 Hz sonikasyona maruz birakildi. Par¢alanmis
hiicreler, 20°C’de 20 dakika 10.000 rpm’lik santrifiij uygulandiktan sonra hiicre kalintilar
uzaklastirildi. Elde edilen hiicre 06ziitii, saflastirma basamaklarinda kullanilmak iizere

-20°C’de saklanildi [70].

2.3. Proteinin Saflastirilmasi

2.3.1. Nikel Afinite Kromatografisi

Nikel afinite kromatografisi, Ni*" iyonu yiiklenmis matrikste polihistidin kuyrugu
iceren proteinin diisiik imidazol konsatrasyonlarinda adsoplanmasi, yiiksek imidazol
konsantrasyonunda ise ayrilmasi esasina dayanir [83]. 6 histidin uzantisiyla nikele karsi

afinite kazanan AmeGb, AgaGb ve AmeGbACys’i, nikel afinite kromatografisi
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kullanilarak saflastirmak i¢in dnce nikel afinite testi yapilarak saflastirma i¢in en uygun
imidazol konsatrasyonlar1 belirlendi.

Nikel afinite testi i¢in, 4 tane ependorf tiipiine 100 pL nikel afinite kromatografisi
kolon matriksi koyularak 1 mL suyla yikanip 3500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve
supernatant uzaklastirildi. Ayni sekilde A tamponuyla yikandi ve 1 mL kiiltiir ekstrati
eklendi ve yavasga karistirilip, histidin kuyrugunun nikele baglanmasi icin 5 dakika inkiibe

edildi. Ardindan tiipler santrifiij edilidip (3.500 rpm, 3 dakika) siipernatant atild1 [83].

Tablo 13. Nikel afinite testi i¢in imidazol konsantrasyonlari

Ependorf tiip Imidazol konsatrasyonu
1. 20 mM
2. 100 mM
3. 250 mM
4. 350 mM

Tablo 13’deki konsantrasyonlarda imidazol igeren ¢ozeltilerden ependorf tiiplere
500 pL eklenip yavasca karistirildiktan sonra santrifiij edildi (3.500 rpm, 3 dakika). Her
ependorf tiipteki stipernatanttan SDS-PAGE jel elektroforezi i¢cin numune alindi.

Nikel afinite kromatografisi kolon uygulamasi i¢in ise, nikel afinite testine gore en
uygun baglama ve ayirma tamponlar1 belirlendi. Kolon matriksi, iiretici tarifine uygun
olarak kolon icinde paketlendikten sonra baglama tamponuyla dengelendi. Hazirlanan
hiicre 6ziitline baglama tamponu imidazol konsantrasyonuna esdeger olacak imidazol
eklendi ve kolona yiiklendi. Yiiklemenin ardindan baglama tamponu ile optik yogunlugu
~0.1 olana kadar yikandi. Son olarak kolona baglanan numune ayirma tamponu ile ayrildi
ve imidazolden arindirmak i¢in diyaliz yapildi. Amikon kullanilarak elde edilen iiriin,
konsantre edildi. Saflagtirma isleminin her basamaginda alinan numuneler SDS-PAGE

jelinde kosturuldu [83].

2.3.2. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Nikel afinite kromatografisinden elde edilen ve konsantre hale getirilen eliiatin

~2mL’si jel filtrasyon tamponuyla dengelenen kolona yiiklendi ve 0.75mL/dak. akis
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hiziyla kosturuldu. Kolondan proteinlerin ¢ikist Optilab rEX dedektdr ile takip edildi. 2’ser

dakika araliklarla toplanan eliiatlardan alinan 6rnekler SDS-PAGE jelinde kosturuldu [84].

2.4. Kalite Analizleri

2.4.1. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ayirma jeli

%15°1ik ve yiikleme jeli %3 olacak sekilde Manitanis ve arkadaslarina [76] gore yapildi.

Tablo 14°de belirtildigi sekilde hazirlanan jeller, cam plakalar arasina dokiildii.

Standart proteinler ve oOrneklerden almman 10 pL’lik kisimlar esit hacimde yiiriitme

tamponuyla karistirthp 95°C’de 5 dakika bekletilip Hamilton siringasit yardimiyla

kuyucuklara yiiklendi. Orneklerin mavi rengi, jelden ayrilana kadar, ilk 10 dakika 150 V

kalan stirede 250 V olacak sekilde akim uygulandi. Elektroforezin sonunda jel, coomassie

renklendirme ¢ozeltisinin i¢inde ve ardindan da jel renk giderici c¢ozeltide bekletilip

boyanin fazlasi uzaklastirildi. Jel {izerinde goriiniir hale gelen proteinler beyaz 151k altinda

goriintiilendi.

Tablo 14. SDS-PAGE Jel bilesenleri

Ayirma jeli %15 Akrilamid

Yiikleme jeli %3 Akrilamid

Cozelti Miktar Cozelti Miktar
Akrilamid stok ¢ozeltisi 5SmL Yiikleme jeli tamponu 4 mL
Ayirma tamponu 2.5mL Akrilamid stok ¢ozeltisi 1.6 mL
H,O 202mL  H)O 9.65 mL
A.rnonygm persiilfat (APS) 0.47 uL A.rnonygm persiilfat (APS) 20 L
¢Ozeltisi ¢Ozeltisi

TEMED 5uL TEMED 750uL
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2.4.2. Analitik Jel Filtrasyon Kromatografisi

Standartlardan ve numunelerden alinan 100 pL’lik Ornekler, jel filtrasyon
tamponuyla dengelenen Superose 12 kolondan 0.5mL/dak. akis hiziyla geg¢irildi. Dawn
Heleos II dedetoriiyle fraksiyonlarin 280 ve 418 nm dalga boylarinda spektrofotometrik
Olclimleri yapilarak Astra V bilgisayar programinda zaman-absorbsiyon grafikleri
olusturuldu. Bdylece elde edilen grafikten, calisilan proteinlerin kolonu terketme

zamanlarina gore molekiil agirligi tayini yapildi [84].

2.4.3. UV-vis Spektrum Analizleri

Globinlerin UV-vis spektrumunda gdosterdigi karakteristik pikleri incelemek ig¢in
ekspres edilen AmeGb, AmeGbACys ve AgaGb proteinlerinin UV-vis spektrum 6l¢iimleri
yapild1 Elde edilen protein ¢ozeltilerinden 10 pL alimip saf suyla 1 mL’ye tamamlanip
250-750 nm dalga boyu araliginda spektrum analizleri yapildi. K6r olarak saf su kullanildi.

2.5. Kinetik Analizler

2.5.1. Flas Fotoliz

1 mL’lik 3 kuarz kiivete, 100 puL fosfat tamponu, 2 pL EDTA tamponu ve 887 uL
destile su eklenip agz1 gaz gecirmeyecek sekilde tipayla kapatildi. Cozeltiden azot gazi
gecirilerek inert reaksiyon ortami hazirlandi. Ardindan karbonmonoksit ve azot gazi
karisimlar1 gegirilerek 100 mM, 200 mM ve 400 mM karbonmonoksit konsantrasyolari
elde edildi. Her bir kiivete 10 pL azot gazi gecirilmis doygun Na,S,04 ¢ozeltisi eklenip
son optik yogunlugu ~0.5 A olacak sekilde 1-2 pL saflagtirilmig protein ¢ozeltisi eklendi
[72, 73].

Biitlin kinetik 6l¢iimler pH 7.0’da ve 25°C’de yapildi. Lazerle 0.82 J ve 90°’lik
aciyla flaslanan numunede olusan absorpsiyon degisimi spektrofotometre ile 2000 ns-40
ms zaman araliginda kaydedildi. Elde edilen optik yogunluk degisimleri, MATlab
bilgisayar programi ile Kqps hesaplamasi i¢in kullanildi [72, 73].



3. BULGULAR

3.1. Klonlama ve Protein Expresyonu (pET Sistemi)

3.1.1. Klonlama

Uygun primerler ile 4. gambiae ve A. mellifera cDNA’larindan c¢ogaltilan 513 ve
528 bg’den olusan globin genleri, agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi (Sekil 11 (1-3)).
Cogaltilan gen parcalari, ilgili enzimlerle kesilerek yine ayni enzimlerle kesilmis
pET-23a(+) vektoriiniin ekpresyon bolgesine boliim 2.2.°de agiklandig1 gibi yapistirildi.
Plazmite gen parcasimin yapisip yapismadigi, yapilan koloni PCR’1 ile pET-23a(+)
vektoriinlin ekspresyon bolgesinin g¢ogaltilmasiyla elde edilen gen pargalarinin agaroz jel
elektroforezinde kosturulmasiyla goriintiillendi (Sekil 11 (6, 7 ve 9)). Gen pargasi
yapismayan numunelerde, koloni PCR’1 sonucu 250 bg iceren DNA pargast gozlenirken,

gen pargasinin yapistigi numunelerde ~750 bg iceren DNA parcasi gozlendi.

M 1 M 2 3 M 4 5 6 M 7 8 9 10 11

Sekil 11. Agaroz jel elektroforez goriintiileri M, marker, 1, AgaGb geninin PCR
tirtinlerinin, 2, AmeGb geninin PCR iiriinlerinin, 3, AmeGb geninin
PCR firiinlerinin, 6, AgaGb koloni PCR firiinlerinin, 7, AmeGb koloni
PCR fiiriinlerinin, 9, AmeGbACys koloni PCR iiriinlerinin elektroforez
goruntisu

AmeGb ve AgaGb genlerinin yani sira, daha Onceki ¢alismalarda AmeGb’nin E8
pozisyonundaki sistein®® kalintisnim serin kalintisiyla degistirildigi mutant (AmeGbACys)

gen de klonlanmistir. Bu mutant, sistein kalintisinin olusturabilecegi disiilfiir kdpriilerinin
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saflagtirma basamaklarinda problem teskil edebileceginden dolayr yapildi. AgaGbACys
(sistein;o kalitis1 serin kalintisiyla degistirilmis) laboratuvarda daha onceki calismalarda
uygun saflikta elde edildigi icin tekrar tiretilmedi ve iiretildigi haliyle kinetik ¢alismalarda
kullanildi.

3.2. Proteinin Saflastirilmasi

3.2.1. Nikel Afinite Kromatografisi ile Saflastirma Isleminin Optimizasyonu

Uretilen AmeGb proteini igin en uygun saflastirma sartlarmm belirlemek amaciyla
normal silispansiyon tamponuyla hazirlanan hiicre siispansiyonu falkon tiiplere ayrildi.
Hiicre siispansiyonuna uygulanan dondurma/eritme ve sonikasyon islemiyle hiicrelerin
par¢alanmasinin ardindan yapilan santrifiij sonunda olusan kirmizi renkli pelletin varligi,
AmeGb varligina isaret etmektedir. Suda ¢oziinmesi beklenen AmeGb proteininin hiicre
lizatindan ayrilmas i¢in, diger bir parcalanmis hiicre ¢ozeltisine kiitlece %1°1 kadar triton
eklendi ve egimli calkaliyic1 iizerinde +4°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra tekrar
santrifiij edildi. Beyaz pelletin elde edimesinin ardindan, bdliim 2.9.9’da aciklandig1 gibi
ekspresyon islemi tekrarland1 ve elde edilen hiicreler siispansiyon ¢ozeltisi (%] triton)
kullanilarak siispansiye edilip hiicre ekstrakti hazirlandi.

AmeGb’nin  matrikse baglanmas1 ve ayrilmast i¢in en uygun imidazol
konsantrasyonlarini belirlemek icin boliim 2.3.1.’de aciklandig1 gibi nikel afinite testi
uygulandi. Hiicre ekstraktiyla etkilestirilerek proteinin baglanmasi saglanan matriks,
baglanmayan proteinler uzaklastirildiktan sonra, 4 farkli konsantrasyonda imidazol iceren
A/B tampon karigimlart ile muamele edildi. Cozeltilerden alinan numuneler SDS-
PAGE’de kosturuldu (Sekil 12).

AgaGb icin ilk olarak siispansiyon tamponu kullanildi ve boliim 2.3.1°de agiklandigi
gibi nikel afinite testi uygulandi. Elde edilen eluatlar SDS-PAGE jelde kosturuldu. SDS-
PAGE jel elektroforezi sonucuna gore numunenin saflastirmanin basarili olmadigina karar
verildi (Gésterilmiyor). Ikinci deneme siispansiyon tamponu (%] triton) ile yapildi. Fakat
triton proteinin hem grubunu kaybetmesine sebep oldugu i¢in yesil renkli protein ¢dzeltisi
elde edildi. Son olarak, hiicre ektrakti hiicreler %25 gliserol silispansiyon tamponuyla
stispanse edilerek hazirland1 ve nikel affinite kolonuna yiiklendip eluatlar SDS-PAGE’de
incelendi (Sekil 12).
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M 1 2 3 4 5 5 4 3 2 1 M
Y Aes
97,4 kDa s 97,4 kDa
66,2 KD2a s 66,2 kDa
45,0 kDa s, 45,0 kD
S, a
31,0 KDa s
31,0 kDa
21,5 kDa
- ——
14,4 KDa g 21,5kDa
pro 14,4 kDa

Sekil 12. Nikel afinite testi SDS-PAGE goriintiileri. Solda AgaGb, Sagda AmeGb
gosterilmektedir. M. Marker, 1. Hiicre 6ziitli, 2. 500 mM imidazol iceren
tamponu, 250 mM imidazol iceren tamponu, 100 mM imidazol igeren
tamponu, 20 mM imidazol i¢ceren tamponu belirtmektedir

Yukaridaki SDS-PAGE goriintiilerine gore her iki globin i¢in en uygun
baglanma/yikama tamponu konsantrasyonu 20mM imidazol, ayirma tamponu

konsantrasyonu ise 250mM imidazol olarak belirlendi.

3.2.1.1. AmeGb ve AmeGbACys’in Nikel Afinite Kromatografisiyle
Saflastiriimasi

Bolim 2.3.1°de agiklandigir gibi AmeGb optimize edilen sartlarda (Bolim 3.2.1)
kolona yiiklendi. Alinan eluatlar SDS-PAGE’de kosturularak elde edilen elektroforez
goriintiileri irdelendi (Sekil 13).

Hiicre oziitinde AmeGb’nin ekspresyon bandi belirgin olarak gozlemlendi. AmeGb
iceren eluatta ise ~20 kDa molekiil agirliginda monomer AmeGb oldugu tahmin edilen
band gozlendi. ~40 kDa molekiil agirliginda gozlenen ikinci band ise molekiildeki sistein
biriminin sebep oldugu dimerler olarak tahmin edildi. 60 ve daha yiiksek molekiil agirligin
gosteren bandlar ise igerdigi safsizlik olarak diisiiniildii.SDS-PAGE elektroforez sonucuna
dayanarak protein eluatinin hala safsizlik icerdigi i¢in jel filtrasyon teknigi kullanilarak

daha ileri derece saflik elde edilmesine karar verildi.
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M1 2 3 4

97,4 kDa

66,2 kDa

45,0 kDa -
31,0 kDa

-
21,5 kDa

Rl
14,4 kDa s ‘

Sekil 13. AmeGb Nikel afinite kromatografisi eluatlarinin SDS-
PAGE goriintiisii. M: marker, 1: hiicre oziitliinii, 2:
baglanmayan proteinleri, 3: yikama eluati, 4: AmeGb
iceren eluat1 gostermektedir.

AmeGbACys ise AmeGb ile ayni sartlar altinda boliim 2.3.1°de agiklandig: gibi nikel
afinite kromatografisi uygulandi. Alinan eluatlar SDS-PAGE’de kosturularak elde edilen
goriintiiler irdelendi (Sekil 14).

97,4 kDa

66,2 kDa
45,0 kDa

31,0 kDa

21,5 kDa

14,4 kDa

Sekil 14. AmeGbACys’in Nikel afinite kromatografisi eluatlarinin
SDS-PAGE goriintiisii. M: marker, 1: hiicre oziiti, 2:
baglanmayan proteinler, 3: yikama, 4: AmeGbACys igeren
eluatt gdstermektedir.
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SDS-PAGE jel elektroforezi sonucuna goére, AmeGb eluatinda 20 kDa molekiil
agirhiginda AmeGb oldugu diisiiniilen bandin yani sira safsizlik oldugu diisiiniilen soluk bir
band da gozlendi. Bu sonuclara gore kinetik calismalara uygun derecede saflik elde
ediligine karar verildi ve protein eluati amikonda konsantre hale getirilip, -20°C’de

saklandi.

3.2.1.2. AgaGb’nin Nikel Afinite Kromatografisiyle Saflastirilmasi

Bolim 2.3.1°de agiklandigi gibi AgaGb optimize edilen sartlarda (Bolim 3.2.1)
kolona yiiklendi. Alinan eluatlar SDS-PAGE’de kosturularak elde edilen elektroforez
gorilintiileri irdelendi (Sekil 15). Hiicre o6ziitlinde ekspresyon bandi silik olarak
gozlemlendi. AgaGb igeren eluatta ise yaklasik ~20 kDa molekiil agirliginda AgaGb
oldugu diisiiniilen band ve bu bandin yanisira bir ¢ok safsizlik oldugu diisiiniilen bant
gozlemlendi. Saflagtirma isleminden yiiksek verim alinamamis olsa da elde edilen AgaGb
protein c¢ozeltisinin UV-vis spektrum analizi ve molekiil agirhig tayini igin yeterli

olduguna karar verildi.

97.4 kDa
06,2 kDa —
45,0 kDa s
31,0 kDa e

21,5 kDa

144kDa & . '

Sekil 15. AgaGb’in Nikel afinite kromatografisi eluatlarinin SDS-
PAGE  goriintiisi. M: marker, 1:  hiicre 0ziiti,
2: baglanmayan proteinler, 3: yikama, 4: protein eluatini
gostermektedir.

k k1 l’l.aa



39

3.2.2. Jel Filtrasyon

3.2.2.1. AmeGDb’in Jel Filtrasyon Kromatografisiyle Saflastiriimasi

Nikel afinite kromatografisinden elde edilen ve konsantre hale getirilen AmeGb
cozeltisi oncelikle, eluat bilesimi hakkinda 6n bilgi edinmek amaciyla Superose 12 HR
10/3 jel filtrasyon kolonunda yiiriitiildi. Kolondan ¢ikan eluatlar UV detektorden
gecirilerek Sekil 16°da gosterilen zaman absorbans grafigi elde edildi. Bu grafikte siyah
hat proteinlerin varligmmi mavi hat ise globinlerin varligin1 gostermektedir. Grafik
incelendiginde pik 3’te globinlerden kaynaklanan pikin maksimum oldugu, pik 2’de ise
globin piki yaninda safsizlik olusturan proteinlerin oldugu goézlendi. Calismamizda
saflagtirrlmak istenen AmeGb proteini pik 3’te rahatlikla gozlendiginden ve diger
piklerden farkli bir zamanda kolondan elue edildiginden ilave bir jel filtrasyon
uygulamasiyla diger proteinlerden ayrilacag: diisliniildii ve bunun i¢in superdex G75 jel

filtrasyon kolonu kullanildi.

1,40 1
1,20
1,00
7
22 0,80 4
-
0,60
0,40 4

0,20 4

0,00

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Zaman (dak)

Sekil 16. AmeGb Superose® 12 HR 10/3 kolon kromatogrami. 280 nm (siyah hat)
toplam protein miktarin1 ve 418nm (mavi hat) globin miktarmi belirlemede
kullanildi.

Numunenin Superdex® G75 jel filtrasyon kolonuna yiiklenmesiye elde edilen
eluatlar SDS-PAGE jel elektroforezinde kosturuldu (Sekil 17). SDS-PAGE goriintiisiinde,
safsizligin biiyiik oranda giderildigi goriinen 6-8 numarali tiipler birlestirilerek amikon ile

konsantre hale getirildi.
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97,4 kDa

66,2 kDa

Il

45,0 kDa

S 31,0 kDa

21,5 kDa

S—— 14,4 KkDa

Sekil 17. AmeGb’nin Superdex® G75 kolon jel filtrasyonu fraksiyonlarinin SDS-PAGE
gorilintiisti. M, marker, 1, Nikel afinite kromatografisinden sonra konsantre
edilmis numune, 2-11, jel kromatografisinden elde edilen eluatlar

3.3. Kalite Analizleri

3.3.1. UV-VIS Spekrum Analizleri

AmeGb, AmeGbACys, AgeGb ve AgaGbACys yaban ve mutant proteinlerinin
250-700 nm ¢ozelti ortamindaki formlarinin araliginda UV-vis spektrumlar1 incelendi.
Doygun Na,S,04 ¢ozeltisi eklenerek de ¢ozelti ortamindaki yiikseltgenler indirgenip s6z
konusu proteinlerin deoksi formlarinin UV-vis spektrumlar1 kaydedildi. Globinlerin, sahip
olduklar1 hem grubundan dolay1 sergiledikleri soret bandi ve koordinasyon durumuna gore
degiskenlik gosteren alfa, beta bantlar1 incelendi.

AmeGb ve AmeGbACys i¢in ¢ozelti ortaminda, 414 nm’de soret, 575 nm’de alfa ve
540 nm’de beta band1 gézlemlenirken bu iki proteinin deoksi formunda 425 nm’de soret,
560 nm’de alfa ve 530 nm’de beta bantlar1 gozlendi (Sekil 18, 19). Globinlerin distal
histidin kalintisinin katkistyla olusan hegza formuna spesifik olan alfa bandinin beta

bandindan siddetli olma durumu, AmeGb ve Ame GbACys proteinleri i¢in gozlendi.



41

ABS 560nm
\ 427nm Beta
12 | ret ‘-[‘ 530nm
. ‘ I\ A\ Alfa
|
|
08t A\ i‘ i
/) \ _
st / '1 \ —t — e
/| ktanty e
oar/ | 9 500 600 700
\ /\
02 \ \L T
00 —_—
300 400 500 600 700
Dalga Boyu (nm)

Sekil 18. AmeGb’nin UV-vis spektrumu. Kirmizi hat dogal formunun, mavi hat ise
Na,S,04 eklenerek ortamdaki yiikseltgenlerin indirgenmesiyle elde edilen
deoksi formunu gostermektedir
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Sekil 19. AmeGbACys’nin UV-vis spektrumu. Mavi hat dogal formunun, kirmizi hat

ise Na,S,04 eklenerek ortamdaki yiikseltgenler indirgenmesiyle elde edilen
deoksi formunun spektrumu

AgaGb ve AgaGbACys ise, ¢ozeltideki formunda 412 nm’de soret band ve 500-600
nm araliginda yaygin bir pik; deoksi formunda ise, soret bandi 426nm’ye kayarken
550 nm’de alfa ve 531 nm’de beta bandlar1 gézlemlenmistir (Sekil 20). Globinlerin distal
histidin kalintisinin katkistyla olusan hegza formuna spesifik olan alfa bandinin beta

bandindan siddetli olma durumu, AgaGb ve AgaGbACys proteinleri i¢in de gézlendi.
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Sekil 20. AgaGb’nin UV-vis spektrumu. Kirmizi hat dogal formunun, yesil hat ise

Na,S,04 eklenerek ortamdaki yiikseltgenler indirgenmesiyle elde edilen deoksi
formunun spektrumu
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Sekil 21. AgaGbACys’in UV-vis spektrumu. Kirmiz1 hat dogal formunun, yesil hat ise

Na,S,04 eklenerek ortamdaki yiikseltgenler indirgenmesiyle elde edilen deoksi
formunun spektrumu

Saflastirma iglemleri sonucunda elde edilen AgaGb, AmeGb, AmeGbACys ve

AgaGbACys proteinlerini igeren c¢ozeltilerdeki globin konsantrasyonu soret bandinin

maksimum oldugu dalga boyundaki absorbansi kullanilarak asagidaki formiile gore

hesaplandi. Konsantrasyonlar ve elde edilen protein miktarlari1 Tablo 15°de gosterilmistir.

Konsantrasyon (mg/mL) = O.Dgoret band * Seyreltme oran1 x Ms/13000 (Formdil 2)



43

Tablo 15. Protein eluatlarindaki globin konsantrasyonu.

Dalgaboyu  Absorbans Seyreltme Ma Konsantrasyon
(nm) (A) orant (kDa) (mg/mL)
AmeGb 427 1,22 100 19,5 0,18
AgaGb 426 1,1 100 18,5 0,16
AmeGbACys 426 0,63 500 19,5 0,47
AgaGbACys 426 0,91 500 18,5 0,65

3.3.2. Analitik Jel Filtrasyonu ile Molekiil Agirhgi Tayini

Bolim 2.4.2°de agiklandigi gibi, ilk olarak standart olarak kullanilan protein
cozeltileri superose 12 HR 10/30 jel filtrasyon kolonuna yiiklendi. Standart proteinlerin jel
filtrasyon kolonunu terketme siirelerinin elde edilmesiyle molekiil agirliginin logaritmasi

(Log Ma)-alikonma siiresi (t;) grafigi ¢izildi (Sekil 22).

5,8
5,6
5,4
5,2
s 5
% 4,8
= 46
4,4

y=-0,1018x + 7,3661

15 20 25 30

Sekil 22. Log Ma- t, kalibrasyon egrisi

Saflastirma islemlerinin ardindan konsantre hale getirilen protein ¢ozeltileri molekiil
agirligi tayini icin ayni1 kolona yiiklendi. Kolona bagli dedektor araciligiyla 280 ve 418 nm

dalga boylarinda absorbans dl¢iimii yapilarak standart proteinlerin kolonu terketme siireleri
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belirlendi. Terketme siirelerine gore kalibrasyon grafiginden yararlanarak deneysel
molekiil agirlig1 hesaplandi ve teorik molekiil agirligina orani incelendi.

Tablo 16-19 saflastirilan yaban ve mutant proteinlerin molekiil agirliklarin1 ve
kolonu terketme siirelerine bagli olarak elde edilen eluatlarin bazi yapisal 6zelliklerini
gostermektedir. Sekil 23-26 ve Tablo 16-19 incelendiginde AmeGb ve mutantinin ayrica
AgaGb ve mutantinin benzer 6zellikler gosterdikleri gozlenmistir. Sekil 23, 24’te 26. ve
28. dakikalarda elde edilen 1. ve 2. pikin kalibrasyon egrisine gore hesaplanan ortalama
molekiil agirliginin, teorik agirliginin yaklasik 2 kati ve 1 kat1 oldugu gézlemlendi (Tablo
16-17). Buna gore 2. pikin globin proteinin monomerik yapsini 1. pik ise dimerik yapisini

temsil etmektedir.

28,7 dak
pik 2

1,40 4

1,20 4

1,00 4

0.80 4

£ 26,38 dak
<< 0,60 1 pik 1
0,40 4
0,20 4 /\

0,00
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Zaman (dak)

Sekil 23. AmeGb’nin analitik jel kromatogrami (Mavi hat 418 nm ve siyah hat 280 nm
dalga boyu)

Tablo 16. AmeGb i¢in gecikme siireleri, deneysel molekiil agirliklar1 ve tahmin edilen
alt birim sayilar1.

Rt (dak) Y =log Ma My (Da) Ma / 19.500 Da % pik
pik 1 26,383 4,84 47897 2,45 33
pik 2 28,622 4,35 28352 1,5 65
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pik 1
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10,00

T T
20,00

TU3000
Zaman (dak)

T 40,00 50,00

Sekil 24. AmeGbACys’nin analitik jel kromatogrami (Mavi hat 418 nm ve siyah hat
280 nm dalga boyu)

Tablo 17. AmeGbACys i¢in gecikme siireleri, deneysel molekiil agirliklart ve tahmin
edilen alt birim sayilari.

t: (dak) Y =log Ma Maj (Da) Ma/ 19.500Da % pik
pik 2 26,87 4,84 42730 2,19 27
pik 3 28,88 4,29 26675 0,93 71

AgaGb proteinin kromatogramina gore gézlemlenen 1. pik bilinen molekiil agirligina

kiyasla ¢ok biiyiik oldugundan ihmal edildi. 2. pik ise deneysel molekiil agirligina gore
dimer olarak tahmin edildi (Sekil 23, Tablo 18). AgaGbACys kromatograminda ise ~28.
dak’da elde edilen pik AgaGb i¢in oldugu gibi dimer olarak tahmin edildi (Sekil 24,

Tablo 19).
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Sekil 25. AgaGb’nin analitik jel kromatogrami (Mavi hat 280 nm ve siyah hat 418 nm
dalga boyu)

Tablo 18. AgaGb i¢in gecikme siireleri, deneysel molekiil agirliklar1 ve tahmin edilen
alt birim sayilar1.

Rt(dak) Y =logMa Mjs(Da) Ma/18500Da % pik
pik 1 14,749 7,40 - - 22,0
pik 2 27,485 4,60 36863 1.99 40,0

0,18

0,16 J n 27,50 dak
0,14 ]
0,12 ]

2 0,10 4

< 0,08 ]

0,06 4
0,04 J
0,02 4

0,00

L] L) 1 A\l I L} L] 1 L\l T L) T T 1 Al T
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
Zaman (dak)

Sekil 26. AgaGbACys’nin analitik jel kromatogrami (Mavi hat 280 nm ve siyah hat 418
nm dalga boyu)
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Tablo 18. AgaGb i¢in gecikme siireleri, deneysel molekiil agirliklar1 ve tahmin edilen
alt birim sayilar1.

Rt(dak) Y =logMa Ma (Da) M,/ 18.000Da % pik
pik 2 27,485 4,60 36863 1.99 100

3.4. Kinetik Olciimler

3.4.1. Flas Fotoliz Ol¢iimleri

UV-vis spektrumlar1 incelenen AmeGb ve AgaGb proteinleri ACys mutantlariyla
esdeger spektrum sergilediginden sistein kalintisinin  olusturabilecegi muhtemel
agrigasyonu Onlemek i¢in kinetik ¢aligmalarda her iki globininde ACys mutantlari
kullanildi.

Kinetik Olgiimler i¢in, farkli konsantrasyonlarda CO igeren ¢dozeltilere nihai
konsantrasyonlar1 ayni olacak sekilde AmeGbACys ve AgaGbACys proteinlerini ilave
edilerek olusturulan c¢ozeltilerin UV-vis spektrum analizleri yapildi. (Sekil 27, 28).
Boylelikle bu proteinleri ¢6zelti ortamindaki formlarinin, deoksi formlarin ve farkli CO
konsantrasyonlarindaki CO formlarmin UV-vis spektrumlarinda globinlere karakteristik
olan alfa, beta ve soret bantlarm1 ve CO/His baglamasina gore gosterdigi degisim
gozlendi. Buna gore Sekil 25°’te AmeGbACys proteinin 414 nm’de ¢ozelti ortamindaki
formu, 419 nm’de CO baglamis formu ve 427 nm’de ise His baglamig formu
goriilmektedir. Sekil 26°da ise AgeGbACys proteini i¢in 412, 417 ve 426 nm’de sirasiyla

yukaridaki formlar gézlenmektedir.
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Sekil 27. AmeACys’in dogal, CO ve deoksi formlarinin UV-vis spectrumu. Kirmizi hat
proteinin ¢o6zeltideki formu, mavi hat deoksi formu; yesil hat 100uM CO,
pembe hat 200uM CO, agik mavi hat ise 400uM CO igeren c¢dozeltileri

belirtmektedir. (a) Soret bantlarindaki degisim, (b) Alfa ve beta bantlarindaki
degisim
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Sekil 28. AgaACys’in dogal, CO ve deoksi formlarinin UV-vis spectrumu. Kirmizi hat
proteinin dogal formu, mavi hat deoksi formu; yesil hat 100uM CO, pembe hat
200uM CO, acik mavi hat ise 400uM CO igeren cozeltileri belirtmektedir.
(a) Soret bantlarindaki degisim, (b) Alfa ve beta bantlarindaki degisim

Yukarida CO baglamas: sonrasinda spektral ozellikleri incelenen her iki mutant
protein c¢ozeltileri flaglanarak numunede gerceklesen optik yogunluk degisimi 2000ns-40

ms araliginda oOlgiilerek elde edilen degerler MAT-LAB programina yiiklenerek zamana

bagli optik degisim (t/AO.D) grafiginden Kpeneysel degerleri hesaplandi.
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Sekil 29. AmeGbACys t/AO.D. grafigi. Mavi hat 100uM, kirmizi hat 200uM ve yesil hat
400uM CO konsantrasyonlarini gostermektedir.
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Sekil 30. AgaGbACys t/AO.D. grafigi. Mavi hat 100uM, kirmizi hat 200uM ve yesil hat
400uM CO konsantrasyonlarini gostermektedir.

Distal histidin kalintisinin 6. koordinasyona baglanmadigi globinlerde; eksternal
ligandin baglanma reaksiyonu yalanci 1. dereceden reaksiyon gibi davranir ve tek k degeri
sergiler. Fakat distal histidinin baglandig1 durumlarda reaksiyonun en az iki basamak

tizerinden gergeklesmesi beklenir. Calisilan her iki mutant proteindede distal histidin
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globinin 6. koordinasyonunu olusturmas1 s6z konusu oldugu ig¢in iki Kgeneyse degeri

hesaplandi. Hesaplanan Kgeneyse degerleri ile Kgeneysel /konsatrasyon grafikleri ¢izilerek

grafigin egiminden k,, degerleri elde edildi (Sekil 29).
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Sekil 31. kobs-CO konsantrasyon egrileri. (a) Kobsg, AmeGbACys (b) kobsco, AmeGbACys
(c) AgaGbACys i¢in kopsu ve kops degerleri.

Nanosaniye, mikrosaniye ve mili saniyeden olusan zaman araliklarimi esit

parametrelerde goriintiileyip, grafigi daha kolay irdelemek i¢in; t/AO.D grafiginde zamanin

logaritmas1 alinarak Logt/AO.D grafikleri elde edildi. Elde edilen degerler ve literatiirde

baska ¢aligmalardan elde edilmis degeler Tablo 20°de gosterilmistir.
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Sekil 32. AmeGbACys Log t/AO.D. grafigi
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Sekil 33. AgeGbACys Log t/AO.D. grafigi
Tablo 20. k Degerlerinin karsilagtirilmasi.
konCO (S-I-HM-I) kofﬂ—l (S-l) Fcemnet Ref
AmeGbACys 68,97 1,05 0,47
AgaGbACys 5,56 1,2 0,1
Mb (at) 0,5 - ~0 [85]
Ngb (insan) 50 0,6 0.65 [86]
Cygb (insan) 0.6 1,5 - [86]
Drosophila 10 30/40 0,9 [87]
Arabidopsis 50 34/43 - [87]




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan bu calismada, A. gambiae ve A. mellifera’dan elde edilen globin kodlayan
gen pET-23a(+) vektoriine klonlanmis, BL21(DE3)pLysS E. coli hiicresinde ekspres
edilmis, ekpres edilen protein hiicre Oziitiiden protein kinetik caligmalar i¢in uygun
derecede saflastirilmis ve UV-vis spektrum analizi, analitik jel filtrasyonuyla molekiil
agirhgr tayini, karbonmonoksit baglama oOzelligi arastirmalar1 flag fotoliz yontemiyle
yapilmistir.

T7 RNA polimeraz promotoru ve poli-histidin siralamasi igeren pET-23a(+)
vektoriine klonlanmig (Sekil 10) AgaGb, AmeGb ve AmeGbACys genleri Gent
Universitesine (Belgika) gonderilerek sira analizi yaptirilmis, elde edilen gen siralamalar
ExPASy programi kullanilarak dogru gen dizilisini iceren vektor belirlenmistir [67]. Dogru
gen siralamasini iceren rekombinant vektor E. coli BL21(DE3)pLysS hiicresine aktarilarak
genin bu hiicrede ekspresyonu saglanmistir. Ekpresyon hiicreleri toplanip hiicre 6ziitii
hazirlanmis ve hedef proteinler nikel afinite kromatografisiyle saflastirilmigtir.
Saflastirilma islemi sonrasinda elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE elektroforezinde
kosturularak analiz edilmistir.

AmeGbACys i¢in etkin saflagtirma islemi gerceklesirken (Sekil 13) AmeGb’nin
sistein kalintisindan dolay1 olustugu diisiiniilen dimerler ve safsizliklar gézlendi (Sekil 12).
Nikel afinite kromatografisinden elde edilen AmeGb eluati daha yiiksek saflik elde
edebilmek i¢in Superdex G75 kolonuna yiiklendi ve kolondan elde edilen eluatlar Superose
12 kolonunda kosturularak elde edilen kromatogramlar karsilatirildi. Jel filtrasyon sonucu
elde edilen kromatogramda 26. Dakikada gelen pikteki protein safsizligin giderildigi
goriildii (Sekil 15, 22).

AgaGb’nin nikel afinite kromatografisinden elde edilen eluatlar SDS-PAGE’de
incelendiginde ise, hiicre Oziitiinde indiiklenmis proteinin ¢ok belirsiz oldugu ve elde
edilen protein eluatinda safsizlik oldugu go6zlenmistir (Sekil 14). Safsizliga sistein
kalintilarinin molekiiller arasi1 disiilfiir kopriileri olusturmasinin yani sira nikel afinite
kolonuna baglanan baska molekiillerin de yol a¢tig1 diistiniilmiistiir. Elde edilen Superose
12 kromatograminda goriilen piklerin globin aktivitesi gostermesi bunu destekler

niteliktedir (Sekil 24).
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Elde edilen protein eluatlar1 bir miktar safsizlik icerse de yapilan saflagtirma
islemleri, proteinlerin yapismin 6n karakterizasyonu ve kinetik analizleri igin yeterli
bulunmustur.

Globinlerin sahip oldugu hem grubundan dolay1 goriiniir bdlge spektrumunda
koordinasyon durumuna gore karakteristik davramiglar sergiledigi literatiirde
kanitlanmistir. UV-vis spektrumlar1 incelendiginde bu molekiillerin alfa-beta ve soret
bandi olarak isimlendirilen 3 karakteristik pik sergiledigi goriiliir. Soret band1 hem-b
prostetik grubu serbest haldeyken 400 nm civarinda gdzlenirken apoprotein zinciriyle
kompleks olusturdugunda bu pik 413-430 nm araligina kayar. Soret band1 hem-b grubuna
bagh liganda gore degisim gosterdigi i¢in kinetik calismalarda bu 6zellikten faydalanilir.
Globinlerin UV-vis spektrumundaki diger bir bolge ise 500-600 nm aralifidir. Globin
molekiiliindeki hem-b, grubu penta formunda, 500-600 nm aralifinda genis ve belirgin
olmayan bir pik sergiler. Hem-b grubunun hegza formunda ise alfa ve beta bandi olarak
adlandirilan iki pik gozlenir. Altinc1 koordinasyon bolgesine distal histidin yerlestigi
durumlarda karakteristik olarak alfa bandinin betadan biiylik oldugu goriliir. Altinci
koordinasyon boélgesine harici bir ligand baglanmasi durumunda ise beta bandinin biiyiik
oldugu veya iki bandin birbirine denk oldugu goriiliir [88].

AmeGb ve AmeGbACys proteinin dogal formuda 414 nm’de soret, 575 nm’de alfa
ve 540nm’de beta band1 gozlenirken deoksi formunda 425 nm’de soret, 560 nm’de alfa ve
530nm’de beta bantlar1 gozlendi. Verilere gore deoksi formunda gozlemlenen alfa piki
beta pikinden biiyiik oldugu i¢cin AmeGb ve AmeGbACys proteinlerinin deoksi formunda
altinct koordinasyon bolgesine distal histidin kalintisinin yerlestigi belirlendi. Cozeltideki
formunda birbirine yakin biiyiikliikte alfa ve beta bandlarinin gézlenmesi, bu proteinlerin
oksi formda bulundugunu gostermistir (Sekil 17-18).

AgaGb dogal formunda 414 nm’de soret band ve 500-600 nm araliginda ise yaygin
bir pik gbzlendi. Deoksi formunda ise, soret band1 427 nm’ye kayarken 560 nm’de alfa ve
530nm’de beta bandlar1 gozlemlendi (Sekil 19). Veriler, deoksi formunda histidin
kalintisinin altinc1 koordinasyon bolgesine yerlestigini, dogal formunun ise yayvan bir pik
sergiledigi i¢in penta formunda veya bir miktar oksi formuyla penta formunun dengede
oldugu tahmin edilmistir. Bu durumda proteinin oksijen baglayip baglayamadigina dair
kesin bir karara varilamamastir.

AgaGb ve AmeGb’nin bu davranislar literatiirle karsilastirildiginda benzer durumlar

goriilmektedir. D. melanogaster globini harici ligandin yoklugunda, AgaGb ve AmeGb
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gibi hegza formda bulunurken, oksijence fakir ortamda yasayan bdcek globinleri
(Chironomids, G. intestinalis) ise farkli olarak penta formda bulunmaktadir [89-91].
Nonsimbiyotik bitki globinleri, Ngb ve Cygb’de gozlenen hegza formun yapiya 1s1l ve asit
kararliligini arttirdigini, bununda globinin hiicre i¢i kosullara adapte olmasini sagladig
diisiiniilmiistiir [92, 93]. Icerdigi sistein kalintisinin, Ngb icin dnerildigi gibi, hiicre icinde
bulundugu yiiksektgenme basamagina bagli olarak ligand baglama affinitesinin
belirlenmesinde etkisi olabilecegi diistintilmektedir [94].

Jel filtrasyon kromatografisinin analitik uygulamasi sonucu proteinlerin deneysel
molekiil agirligr hesaplanmis ve teorik molekiil agirligina oranindan kuaterner yapisina
dair tahminlerde bulunulmustur.

Elde edilen sonucglar neticesinde, AmeGb ve AmeGbACys proteinlerinin ¢ozelti
icerisinde monomer ve dimer yapida oldugu tahmin edilmektedir (Tablo 16-17). AmeGb
ve mutantinin benzer kromatogram sergilemesinden dolay1 sistein kalintisinin kuaterner
yapt olusumunda etkin olmadigini, sadece protein agregasyonuna sebep oldugunu
gostermistir. Monomer ve dimer yapilarinin ¢ozelti ortaminda birlikte bulunmasi,
literatiirde de baska kaynaklardan elde edilen globinlerde gozlendigi gibi, monomer ve
dimer halinin birbiriyle denge halinde bulundugu diistiniilmiistiir [95].

Sekil 24°e gore ise, AgaGb, dimer olarak tahmin edilmis ve ACys mutanti ile benzer
kromatogrami sergilediginden sistein kalintisinin kuaterner yapi olusumunda etkin
olmadig1 sonucuna varilmistir (Tablo 18). Bu da sistein kalintisinin serbest oldugu ve
Ngb/Cygb’de goriildiigii gibi ortam pH’ina goére molekiiliin ligand afinitesinde etkin
olabilecegi fikrini dogurmaktadir [94].

Bilinen bocek globinlerinin kuaterner yapilarinda monomerden hegzamere cesitlilik
gozlendigi kaydedilmistir [60]. Ornegin, en az iki farkli genden sentezlenen dimerik
Gasterophilus globini [89] ve 30’dan fazla Gb genine sahip monomerik ve homodimerik
ekstraselliiler Chironumus thummi’nin varligi bilinmektedir [96].

A. gambiae ve A. mellifera globinlerinin CO baglama o6zelliklerinin incelenmesi ve
Konco degerlerinin hesaplanmasi igin kinetik lgiimler yapildi. Olgiimler sonucu elde edilen
zamana baglt AO.D degerleri MAT-Lab programi kullanilarak deneysel hiz sabiti degerleri
hesaplandi.

AmeGb ve AgaGb proteinlerinin hegza koordinasyona sahip oldugu bilindiginden,
harici ligandin baglanmasimin, Ngb ve Cygb’de goriildiigii gibi [29,30], en azindan iki

basamak tizerinden ilerlemesi gerektigi tahmin edildigi i¢in hizli ve yavas basamak olarak
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konco ve kopm degerleri hesaplandi. kogm degerleri birbirine yakin goézlenirken, AmeGb
konco degerinin biiyiik olmasinda, aktif bolge a.a.’lerinin ve Ozellikle distal histidin
kalintisinin reaksiyon mekanizmasinda hizlandirict etkisinin oldugu tahmin edilmektedir.
AgaGb proteinin, yukarida bahsi gegen Ozelliklerinin hegza forma sahip hayvan
globinlerinin ¢ogu dolasim sistemine yakin hiicrelerde bulunan Cygb’ne benzer oldugu
bulundu [86]. konco degeri daha biiyiikk olan AmeGb’nin ise Ngb’nin kavite sistemine
benzer bir yapiya sahip oldugu belirlendi (Tablo 19).

t/AO.D grafigini daha 1iyi irdeleyebilmek icin zamanin logaritmasi alinarak
log t/AO.D grafigi elde edildi (Sekil 30-31). Bu grafikte, nano saniyelerde gozlenen ani
diistis, aktif bolge kavitesinde hapsedilmis nano saniye i¢inde geri baglanabilen ligandlarin
varligimi gosterir. Globin ve hapsedilmis ligand ikilisi cemnet (geminate) olarak
isimlendirilmektedir. Cemnet miktar1 ne kadar fazla ise aktif bolge kavitesinin ligandin
cozelti ortamima kagmasini engelleyecek sekilde kapali oldugu anlamina gelir. Grafigin
sigmoidal goriinen kismi ise reaksiyonun bimolekiiler isleyen kismini belirtmektedir [72,
73].

Log t/AO.D grafikleri incelendiginde AmeGbACys proteininin ~%50, AgaGb’nin ise
~%10-20 oraninda cemnete sahip oldugu goriilmektedir. Verilere gore, AmeGbACys ve
AgaGbACys’in, Cygb ve Ngb’de gozlenen aktif bolge kavite sistemine benzer bir sisteme
sahip oldugu tahmin edilmektedir ve bu sebeple, harici ligandin bu kavite sisteminde
hapsedilerek ¢ozelti ortamina kagmasinin engellendigi diigiiniilmektedir. AmeGbACys,
AgaGbACys ile kiyaslandiginda ise, AmeGbACys’de hapsedilen ligandin miktarmin daha
fazla oldugu belirlemis ve bunun sebebi olarakta aktif bolgedeki a.a.’lerin ligandin
kaviteden ¢ikmasini sterik olarak engelledigi diistintilmiistiir (Tablo 19).

Elde edilen sonuclara gore, AgaGb ve AmeGb proteinlerin oksijen baglayabildigi bu
acidan da literatiirde belirtildigi gibi agirhikli olarak trake borularmin c¢evresinde
sentezlendigi, bu sebeple solunumda gorevli olabilecegi ve bocek solunum sisteminin
bilindiginin aksine daha karmasik oldugu oOnerilmektedir. Ayrica AgaGb ve AmeGb
proteinlerinin kinetik ¢alismalarla elde edilen verilerin literatiirle uygunluk géstermesinden
dolay1 daha dnce D. melanogaster i¢in Onerildigi gibi, globinlerin trake sistemi olusuncaya
kadar solunumda gorev aldig1 sonrasinda ise doku i¢i hiicre oksijen konsantrasyonunun
stabil tutulmasinda ve azot/oksijen radikallerinin giderilmesinde rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir. Fakat, hayvan dokularindaki ekspresyonun ¢ok diisiik olmasi, hiicre i¢i

kosullart bilinememesi, elde edilen verilerin in vitro deneylerden elde edilmesi gibi
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sebeplerden dolay1r, bu globilerin gercek fonksiyonlarmin giiniimiiz teknolojisiyle
aydinlatilmasini imkansiz kilmaktadir. Bu sebeple, bu ¢aligmada, literatiire uygun olarak,
in vitro ortamda yapilan analiz sonuglari, globinlerin bilinen &zellikleriyle kiyaslanarak

fonksiyonuna dair tahminlerde bulunumustur.



5. ONERILER

Globinler bir ¢ok canlida kesfedilmis ve yapilan filogenetik arastirmalar sonucu
bu proteinlerin tek bir atadan tliredigi One siiriilmiistiir. Farkli kaynaklardan elde
edilen globinlerin yapilarinin incelenmesi, gecirdikleri bu degisimin fizyolojik ve
fonksiyonel olarak yapiya kattig1 6zelliklerin ortaya ¢ikarilmasi agisindan 6nemlidir.

Bu calisma A. gambiae ve A. mellifera canlilarindan elde edilen globin genlerinin bir
vektore klonlanip E. coli’de ekspresyonu saglanarak iiretilen proteinlerin ilk defa 6n
karakterizasyonunun yapilmasi agisindan énem tasimaktadir. Enzim tiretimi indiiklenebilir
bir promotor kontrolii altinda gerceklestigi i¢in islemleri kolaylastirmigtir. Ayrica tasidigi
histidin kuyrugu saflastirma islemlerinde kolaylik saglamistir. Elde edilen proteinler
zamanla agregat olusturdugu tesbit edildiginden, kinetik 6l¢iim yapilacak numunelerin
uzun siire bekletilmemesi onerilmektedir.

Daha ileriki caligmalarda, bu globinlere oksijen, azot oksit gibi baska ligandlarin
baglanma ozellikleri incelebilir. Durgun akim yontemi ile ligand ayrilma hiz sabitleri
hesaplanip, ligand baglama hiz sabitine oranindan farkli ligandlara karsi afinitesi
incelenebilir. Proteinlerin, jel {izerinde sabitlenip, farkli konformasyonlarinin veya
kuaterner yapilarinin harici ligand afinitesine etkisi incelenebilir. Ek saflastirma ile daha
yiiksek saflik elde edilip, X-ray difraksiyonu ile kristal yapisi aydinlatilabilir. Kristal yap1
ozelliklerine gore, aktif bolge aminoasitlerinin harici ligand baglama afinitesine etkisi,
farkli mutantlar olusturularak incelenebilir. Farkli pH’lardaki ortamlardaki etkinlikleri
incelenebilir. Tiim bu caligmalarla s6z konusu globinler hakkinda daha ayrintili bilgi
edinilebilir ve bdylece bu proteinlerin fonksiyonlar1 hakkinda daha gercek¢i tahminler

yapilabilir.
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