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o-KG
(D)-2HG
ALP
ALT
AOX1
AST
ATP
CRM
CcVv
D2HGD
DNA
GBM
GFP
GGT
IDH
IPTG
L2HGD
LB

LoB
NADH+H
NADPH+H
NMDA
PCR
RNA
RPM
uv
UV-vis
YPD

. a-ketoglutarat

: (D)-2-hidroksiglutarat

: Alkalen fosfataz

: Alanin aminotransferaz

- Alkol Oksidaz

. Aspartat amino transferaz

: Adenozin trifosfat

- Sertifikal1 Referans Matertal

: Varyasyon katsayisi

: (D)-2-hidroksiglutarat dehidrogenaz enzimi
: Deoksiriboniikleik asit

: Glioblastome Multiforme

: Green floresan protein

- v -glutamil transferaz

: Izositrat dehidrogenaz

: Izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit

. (L)-2-hidroksiglutarat dehidrogenaz enzimi
: Luria-Bertani

: Olgiilebilir en diisiik kor seviyesi

: Nikotinamid adenin diniikleotit

: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
. N-Metil-D-aspartik asit

: Polimeraz zincir reaksiyonu

- Ribontikleik asit

: Revolutions per minute

: Ultraviole

: Ultraviole goriiniir 151k

: Yeast Extract—Peptone—Dextrose



SEMBOLLER

°C : Derece santigrat
C2HsNaO2  : Sodyum asetat
CaCl: : Kalsiyum kloriir
CO2 : Karbondioksit
K2HPO4 : Potasyum fosfat
KCI : Potasyum kloriir

L - Litre

LiCl : Lityum Klorid

M : Molar

MgCl2 : Magnezyum Kloriir
MgSOg4 : Magnezyum Siilfat
mi > Mililitre

mM : Milimolar

MnCl2 : Mangan kloriir
MnSO4 : Mangan siilfat
NaSOq : Sodyum stilfat

Nm : Nanometre

ng : Mikrogram

Ml : Mikrolitre

T0Y | : Mikromolar

U : Enzim uinitesi
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TAM OTOMATIK iIZOSITRAT DEHIDROGENAZ ENZIM AKTIiVITESI
OLCUM KITININ GELISTIRILMESI VE IZOSITRAT DEHIDROGENAZ
ENZIMININ REKOMBINANT URETIiMi

OZET

Izositrat dehidrogenaz (IDH) enzimi izositratin oksidatif dekarboksilasyonunu
gerceklestirerek a-ketoglutarat (a-KG) ve karbondioksit (CO2) tietimini katalizleyen
bir enzimdir. Metabolizmada birgok dokuda yogun olarak bulunan bu enzimin
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH+H) kaynag1 olarak gorev yapmasinin
yaninda glukoz, yag asidi ve glutamin metabolizmasinda rolii oldugu bilinmektedir.
NADPH+H molekiilii hem hiicresel biyosentez reaksiyonlarinda hem de indirgeyici
ekivalan molekiil olarak kullanilmasi sebebiyle antioksidanlara karsi savunmada
biiylik role sahiptir. IDH enziminde ger¢eklesen mutasyonlar enzimde neomorfik
aktiviteye yol acarak normalde {irlin olarak ortaya ¢ikan o-KG’ 1 substrat olarak
kullanmasima ve NADPH+H {iretiminin aksine tiikketimine sebep olur. Bu degisim
hiicresel diizeyde bir¢cok yolagi etkileyerek kanser gelisimine yol acar. Basta gliomalar
olmak {izere; losemi, lenfoma, kolanjiokarsinoma, kondrosarkoma ve pankreas
timoérlerinde de IDH mutasyonu bildirilmistir. Serumda NADP*-bagimli IDH
aktivitesi artiginin, karaciger doku hasarinin belirlenmesinde rutinde kullanilan
aspartat amino transferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz
(ALP), y-glutamil transferaz (GGT) enzimlerinden daha hassas sonuglar verdigi
bilinmektedir.

Klinik olarak biiyiikk 6éneme sahip bu enzimin ve mutant formunun aktivitesindeki
degisiklikleri tespit edebilecek basit ve ucuz bir yontem bulunmamaktadir. Mutant
enzim ile ilgili yapilan caligmalarda kullanlan yontemler biyopsi ile alinan doku
ornekleri ile galisilan, girigim gerektiren tekniklerdir. Bu galisma ile NADP*-bagimli
normal ve mutant IDH enzim aktivitesinin hastalardan alinan kan Ornekleri ile
calisilabilecek ve tiim rutin biyokimya laboratuvarlarinda bulunan otomatik kimya
analizorleri ile uyumlu olarak kullanilabilecek bir kit gelistirilmesi planlanmuistir.
Enzimin kofaktor olarak kullandig1 molekiil olan NADPH+H molekiiliiniin 340 nm’de
verdigi absorbans degisiminden yararlanilarak spektrofotometrik yontemle enzim
aktivitesi hakkinda bilgi sahibi olunmasi amaglanmistir. Gelistirilecek kit
calismalarinda kullanilmak {izere kalibrator-kontrol materyali olarak kullanilabilecek
mutant ve normal form NADP*-bagimli IDH enzimilerinin rekombinant {iretimi
hedeflenmistir. Calismanin seyri sirasinda mutant enzimin aktivitesinin l¢iime uygun
olmadig1 tespit edilmistir.

NADP*-bagimli IDH aktivitesi 6l¢lim metodunun gelistirilmesi galismalari ile 2 nin
altinda % CV degeri, LoB 0.1744 U/L performans 6zelliklerine sahip 0 — 1200 U/L
arasinda dogrusal olan bir 6l¢iim kiti tiretilmistir. Hem normal form hem de R132H
mutant form NADP*-bagimli IDH enzimlerinin okaryotik bir mikroorganizma olan
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Pichia Pastoris maya hiicrelerinde rekombinant iretimi gergeklestirilmistir.
Rekombinant tiretilen normal NADP*-bagimli IDH enziminin izositrat i¢in Vmax Ve
Kwm degerleri sirasiyla 4.55 uM/dk ve 108 uM olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: izositrat dehidrogenaz, enzim aktivite dlciimii, rekombinant,
Pichia Pastoris.
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DEVELOPMENT OF FULLY AUTOMATED ISOCITRATE
DEHYDROGENASE ENZYME ACTIVITY ASSAY KIT AND
RECOMBINANT PRODUCTION OF ISOCITRATE DEHIDROGENASE
ENZYME

SUMMARY

Isocitrate dehydrogenase (IDH) is an enzyme that catalyzes the production of a-
ketoglutarate (a-KG) and carbon dioxide (COz) by performing the oxidative
decarboxylation of isocitrate. It is known that this enzyme, which is intensely found in
many tissue, acts as a source of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH
+ H) and plays a crucial role in glucose, fatty acid and glutamine metabolism. The
NADPH + H molecule has an important role in both cellular biosynthesis reactions
and in defense against oxidants due to its use as a reducing equivalent molecule.
Mutations in the IDH enzyme lead to neomorphic activity in the enzyme, causing it to
use o-KG, which normally occurs as a product, as a substrate and consume it contrary
to the production of NADPH + H. This change causes cancer development by affecting
many pathways at the cellular level especially in gliomas; IDH mutation has also been
reported in leukemia, lymphoma, cholangiocarcinoma, chondrosarcoma and
pancreatic tumors. It is also known that increased NADP * -dependent IDH activity in
serum gives more sensitive results than aspartate amino transferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), y-glutamyl transferase (GGT)
enzymes, which are routinely used in the determination of liver tissue damage.

There is no simple and inexpensive method that can detect changes in the activity of
this clinically important enzyme and its mutant form. The methods used in
investigating on mutant enzymes are techniques that require intervention and work
with tissue samples taken by biopsy. With this study, it is planned to develop a kit that
can be used in automated chemistry analyzers which are based in all routine
biochemistry laboratories. It is intended to measure the NADP* -dependent normal
and mutant IDH enzyme activity in blood samples that had already been taken from
patients. It is aimed to have information about enzyme activity using
spectrophotometric method by tracking the absorbance change at 340 nm of
NADPH+H molecule, which is a molecule used by the enzyme as a cofactor. It is
aimed to produce recombinant mutant and normal form of NADP * -dependent IDH
enzymes that can be used as calibrator-control material to be used in the kit studies to
be developed. During the course of the study, it was determined that the activity of the
mutant enzyme was not suitable for measurement as initially planned.

With the development of the NADP* -dependent IDH activity measurement method,
a linear measurement kit with a CV % value of less than 2, LoB 0.1744 U / L
performance characteristics between 0 - 1200 U / L was produced. Recombinant
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production of both normal form and R132H mutant form NADP* -dependent IDH
enzymes was performed in Pichia Pastoris yeast cells, an eukaryotic microorganism.
Vmax and Kwm values of recombinant normal NADP*-dependent IDH enzyme for its
substrate were found as 4.55 uM / min and 108 uM, respectively.

Keywords: Isocitrate dehydrogenase, enzyme activity measurement, recombinant,
Pichia Pastoris.
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1. GIRIS VE AMAC

[zositrat dehidrogenaz (IDH) enzimi izositratin oksidatif dekarboksilasyonunu
saglayarak o-ketoglutarat (o-KG) ve karbondioksit (CO2) tietimini katalizleyen bir
enzimdir. Insan viicudunda IDH1, IDH2 ve IDH3 olmak iizere 3 farkli IDH enzimi
bulunur. Bunlardan IDH1 sitozol ve peroksizomlarda, IDH2 ve IDH3 mitokondride
aktivite gostermektedir [1]. IDH1 ve IDH2 enzimleri koenzim olarak nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADP™) kullanirken, IDH3 enzimi ayn1 (NAD™) kullanarak
gerceklestirir. IDH1 ve IDH 2 enzimlerinin metabolizmada NADPH+H kaynagi
olarak gorev yapmasinin yaninda glukoz, yag asidi ve glutamin metabolizmasinda rolii
oldugu bilinmektedir [2]. Aymi zamanda klinik olarak karaciger dokusuna
Ozgilligliniin yiiksek, karaciger doku harabiyeti durumlarinda serumdaki artiginin
oldukga hassas bir gosterge oldugu kabul edilir [3]. 2008 yilinda oldukga ses getiren
bir ¢alisma ile bir santral sinir sistemi malinitesi olan gliomali hastalarin timor doku
orneklerinde yapilan genetik incelemede IDH1 genetik koduna ait mutasyonlarin sik
tekrar edildigi gosterilmistir. IDH1 protein sekans siralamasinda 132. aminoasit olan
arjinin histidin ile yer degistirdigi R132H mutasyonu en sik kagilasilan mutasyon
olarak belirtilmistir [4]. Daha sonra genis ¢apli ¢aligmalar ile bu mutasyon varliginin
hastaligin seyrini degistirebilecegi ve uygulanacak tedavi yaklasimini etkileyebilecegi
gosterilmigtir. Bunun sonucunda 2016 yilinda bu mutasyonun varlig1 Diinya Saglik
Orgiitiiniin santral sinir sistemi tiimorleri simiflamasinda kullanilmaya baglanmustir [5].
Enzimin genetik kodunda gerceklesen mutasyonun reaksiyonun substrati olan
izositratin baglanma bolgelerinde degisiklik yaparak normalde iiriin olarak ortaya
¢ikan a-KG molekiiliiniin substrat olarak kullanilmasina ve (D)-2-hidroksiglutarat
molekiiliiniin iretilmesine sebep oldugu bildirilmistir [6]. 5 karbonlu bir kasrboksilik
asit tlirevi olan bu molekiiliin hiicrelerde epigenetik degisikliklere yol acarak kanser
gelisimine yol actig1 diisiiniilmektedir [7]. IDH mutasyonlarina gliomalardan bagka
akut myeloid 16semi, kolanjiyokarsinoma, kondrosarkoma, anjio immiinoblastik
lenfoma gibi santral sinir sistemi disindaki tomorlerde de oldukga sik rastlandigi
gosterilmistir [8]. IDHI mutasyonunun bu kanserlerde erken olay olabilecegi bilgisi

literatiirde yer almaktadir [9].



Metabolik olarak biiyliik dneme sahip IDH1 mutasyonunun erken tespit edilebilir
olmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Sanger sekanslama, immiinohistokimya gibi IDH
mutasyonunu tespit edebilmek ic¢in hali hazirda kullanilan yontemler tiimor doku
orneklerinde calisilan tekniklerdir [10]. Uygulamasi maliyetli ve cerrahi girisim

gerektiren bu tekniklerin basite indirgenebilmesi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir.

Calismamizda tiim rutin biyokimya laboratuvarlarinda kullanilan otomatik kimya
analizoriine uyumlu, bilylk girisim gerektirmeden alinabilecek basit serum
ornekleriyle caligilabilecek Kitlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Karaciger parankim
harabiyetinin en hassas gostergesi olarak kabul edilen NADP*-bagimli IDH enzim
aktivitesinin 6l¢limiinii ve beyin kanserlerinin ¢ok erken evresinde meydana gelen
NADP*-bagimli IDH mutasyonlarinin tesbitini serumdan gergeklesetirebilecek kitler
tizerinde calisilmistir. Gelistirilecek kitlerin kalibrasyonu ve kontrolleri igin gerekli
IDH enzimlerinin rekombinant olarak tiretilmesi; 6l¢iim metotlarinin performans ve
stabilite degerlendirmelerinin uluslararasi standartlara uygun olarak gerceklestirilmesi
planlanmigtir. Klonlanan rekombinant enzimlerin kinetik ve biyokimyasal 6zellikleri
karakterize edilerek farkli calismalarda elde edilmis ayni enzimin oOzellikleriyle
karsilastirilacaktir. Caligmanin olumlu sonu¢ vermesi halinde hem mutant hem de
mutant olmayan (normal) NADP*-bagimli IDH1 enziminin aktivite 6l¢limiini

miimkiin kilan basit, ucuz ve standardize teknikler gelistirilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 1zositrat Dehidrogenaz Enzimi

2.1.1 Metabolizmada izositrat Dehidrogenaz Enzimi

Izositrat dehidrogenaz (IDH) enzimi izositrat molekiiliinin CO2 iireterek a-
ketoglutarik aside (0-KG) doniisiimiinii katalize eden biyolojik bir enzimdir. Sitozol,
peroksizom ve mitokondride gerceklesen bu reaksiyonda enzim kofaktor olarak
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP*) molekiiliine ihtiyag duyar. insan
IDH'lerini kodlayan bes gen tanimlanmistir. Sitozol ve peroksizomlarda 2q33.3
lizerinde IDH1 geni tarafindan kodlanan IDH1 (Sekil 2.1), NADP* ‘dan NADPH
tiretmek ig¢in izositratin (ICT) a-ketoglutarata (a-KG) oksidatif dekarboksilasyonunu

katalize eder.

Sekil 2.1: NADP*-bagimli izositrat dehidrogenaz-1 enziminin protein yapist [11].

15926.1'de IDH2 geni tarafindan kodlanan IDH2 ayni reaksiyonu mitokondri i¢inde
gerceklestirir[12]. Hem IDH1 hem de IDH2 (E.C. 1.1.1.42) homodimer olarak islev



goriir ve aralarinda yiiksek derecede sekansal ve yapisal benzerlik bulunur [13]. Her
iki izoformun ileri oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonu yoluyla oksidatif hasara
karst hiicresel savunmada; bir NADPH kaynagi olarak indirgeyici biyosentez
reaksiyonlarinda ve a-KG iireterek bu molekiilii ko-subtrat olarak kullanan dioksijenaz
enzim fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol aldigi bilinmektedir [14-16]. Ayni
zamanda tersinir islev gorebilen bu 2 izoform enzim akonitaz enzimi ile birlikte sitrat
kaynag1 olarak lipogenez ve glikoliz regiilasyonu dahil olmak iizere gesitli hiicresel

islevlerde gorev yapmaktadir [17].
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Sekil 2.2: Hiicresel IDH1 ve IDH2 enzim reaksiyonlari [18].

IDH1 ve 2'nin ters indirgeyici karboksilasyon reaksiyonu hiicre igin ileri oksidatif
dekarboksilasyon kadar 6nemlidir (Sekil 2.2). Sitozolde IDH1, mitokondri i¢inde ise
IDH2 tarafindan ters indirgeyici karboksilasyon reaksiyonu sitrat kaynagi olarak gérev
yapar [9]. Mitokondri igerisinde NADH - NADPH doniistimiinii katalize eden
mitokondriyal transhidrojenaz enzimleri, bu reaksiyon igin gerekli olan NADPH' yi,
yiiksek enerji seviyesinde bol miktarda bulunan mitokondriyal NADH' den saglar.
Sitoplazmada gerekli NADPH+H esas olarak pentoz fosfat yolu ve malik enzim
(NADP* bagimli malat dehidrojenaz) tarafindan saglanir [12-14]. IDH1 ve 2

enzimlerinin ters indirgeyici karboksilasyon reaksiyonu astrositler ve miyeloid



hiicreler gibi normalde yiiksek miktarda sitrat {ireten bazi normal hiicre tiplerinde daha
aktiftir. IDH1 ve 2 tarafindan katalize edilen reaksiyonlarin kontrolii hiicre igindeki
ICT ve a-KG seviyelerine baglidir [13]. Anabolik siirecin maksimum kullanildigi lipit
sentezi gibi reaksiyonlarda ve mitokondriyal solunum komplekslerinin hasarlanmasi
veya tiimor hiicresine vaskiiler yetersizlik sebebiyle oksijen eksikligi goriilmesi
durumlarinda yiiksek intramitokondriyal NADH / NAD" oran1 TCA dongiisiiniin
yavaslamasina sebep olur [15-17]. Bunun sonucunda mitokondri igerisinde biriken
sitrat molekiilleri sitoplazmaya tasiarak hizla boliinen tiimor hiicresi i¢in biyolojik
membranlarin yapisinda bulunan yag asitleri, fosfogliserit ve kolesterol sentezi igin
gerekli kaynak molekiil gorevi goriir [2]. Timor hiicreleri ayni zamanda o-KG
tiretmek i¢in asir1 glutamin ve glutamat alimini artirarak dolayli yoldan sitrat sentezini

en st diizeye ¢ikarir [18-20].

2.1.2 lzositrat dehidrogenaz enzimi ve kanser

2008 yilinda yapilan bir ¢alisma ile bazi santral sinir sitemi tiimorlerinde IDH1 ve /
veya 2' de neomorfik aktivite gdsteren monoallelik mutasyonlarin, yiiksek tanisal ve
prognostik degere sahip tekrarlayan genetik degisiklikler oldugu gosterilmistir [4].
Sonrasinda yapilan genis dlgekli caligmalar neticesinde bu bilgiler dogrulanmis ve
Diinya Saghk Orgiiti simiflamasinda grade II-III gliomalarin % 80’inde IDH
mutasyonu varligi bildirilmistir [21-25]. Santral sinir sistemi malinitelerinden baska
akut myeloid l6semi hastalarinin % 16’sinda, intrahepatik kolanjiokarsinoma
vakalarinin % 23’linde, kondrosarkoma vakalarinin % 56’sinda IDH mutasyonuna
rastlanmistir [26-28]. Malinitelerde goriilen IDH-1 mutasyonlarinin % 91.86's1 132.
kodonda bulunan arjinin aminoasitinde degisikligin gozlendigi R132H (histidin)
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.3). IDH-2 enziminde goriilen en sik mutasyon
ise 172. Kodonda bulunan arjinin aminoasidinin lizin ile degistigi mutasyonlardir [29,
30].



MSKKISGGSVVEMQGDEMTRIIWELIKEKLIFPYVELDLHSYDLGIENRDAT
NDQVITKDAAEATIKKHNVGVKCATITPDEKRVEEFKLKOMWKSPNGTIRNILG

GTVFREAIICKNIPRLVSGWVKPIIIGRHAYGDQYRATDFVVPGPGKVEIT
YTPSDGTQEKVITYLVHNFEEGGGVAMGMYNQDKSIEDFAHSSFQMALSKGWPL
YLSTENTILKKYDGRFKDIFQEIYDKQYKSQFEAQKIWYEHRLIDDMVAQAM
KSEGGFIWACKNYDGDVQSDSVAQGYGSLGMMT SVLVCPDGKTVEAEAAHGT
VIRHYRMYQKGQETSTNPIASIFAWTRGLAHRAKLDNNKELAFFANALEEVS
IETIEAGFMTKDLAACIKGLPNVQRSDYLNTFEFMDKLGENLKIKLAQAKT.

MSKKISGGSVVEMQGDEMTRIIWELIKEKLIFPYVELDLHSYDLGIENRDAT
NDQVTKDAAEATIKKHNVGVKCATITPDEKRVEEFKLKOMWKSPNGTIRNILG

GTVFREAIICKNIPRLVSGWVKPIIIGHHAYGDQYRATDFVVPGPGKVELT
YTPSDGTQEVIYLVHNFEEGGGVAMGMYNQDKSIEDFAHSSFQMALSKGWPL
YLSTENTILKKYDGREFKDIFQEIYDKQYKSQFEAQKIWYEHRLIDDMVAQAM
KSEGGFIWACKNYDGDVQSDSVAQGYGSLGMMTSVLVCPDGKTVEAEAAHGT
VIRHYRMYQKGQETSTNPIASIFAWTRGLAHRAKLDNNKELAFFANALEEVS
IETIEAGFMTKDLAACIKGLPNVQRSDYLNTFEFMDKLGENLKIKLAQAKT,

Sekil 2.3: NADP*-bagimli IDH normal ve R132H mutant sekansi.
2.1.2.1 IDH mutasyonunda kanserin molekiiler mekanizmasi

Hem IDH1 hem de 2 enzimleri homodimer olarak aktiftir. Enzimlerin her iki
monomeri de aktif bolgeye katilim saglar. Tiimorde tekrarlayan arginin mutasyonunun
sadece heterozigot durumda bulundugu bilinmektedir [31, 32]. IDH mutasyonu i¢in
heterozigot bir hiicrede normal tip-normal tip (NT-NT) dimerine ek olarak normal tip-
mutant (NT-Mut) ve mutant-mutant (Mut-Mut) dimerleri bulunur[33]. Dimer yapida
enzimin ICT molekiiliinii dogru bir sekilde baglayabilmesi i¢in her iki monomerdeki
arjinin aminoasidine ihtiya¢ bulundugu diisiiniilmektedir [9]. Bir mutant IDH aleli

barindiran bir hiicrede olusan ti¢ dimer tipinin ifadesi Sekil 2.4” de gosterilmistir.

Her iki monomerde de iki arginin aminoasit degisikligi hem ileri oksidatif
dekarboksilasyonunu hem de ters indirgeyici karboksilasyon reaksiyonlarini tamamen
inhibe eder. Bir arginin varligi ileri oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonunu tamamen
inhibe ederken ters indirgeyici karboksilasyon reaksiyonunun iiriinii olan ICT yerine
(D) -2HG olarak degistirir. Dimerik yapilardan birinde gerg¢eklesen mutasyonun
mutasyon olmayan subunit iizerinde dominant inhibitor etki yaparak normal substrat
baglanmasini engelledigi diistiniilmektedir. Sonug¢ olarak, Mut-Mut dimerinin
tamamen inaktif oldugu (yani ICT ile a-KG'yi birbirine doniistiirmedigi ve (D) -2HG

tretimini  artirmadigl), Wt-Mut dimerinin ICT - o-KG doniligimiini



gerceklestirmedigi, ancak ters reaksiyonla a-KG'den (D)-2HG iiretimini artirdigt
goriilmektedir (Sekil 2.5).

Yabani tip IDH1 Mutant IDH1
alleli alleli

%

Yabani tip IDH1 Mutant IDH1

Y I\
monomerleri L) A (L monomerleri

Homojen dimer  Heterojen dimer ~ Homojen dimer

\ \ \

Normal Neomorfik inaktif
Aktivasyon  Aktivasyon

Sekil 2.4: IDH1/2 enzimleri mutasyonu sonucu meydana gelebilecek dimer yapilar

[9].
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Sekil 2.5: Normal ve mutant tip IDH enzimlerinin dimerik yapis1 ve aktivitesi[9].

1971 de Kanser arastirmacisi Knudson timor baskilayict bir genin fenotipik bir

degisiklige neden olmak icin her iki allelinde de mutasyonlarla veya epigenetik



susturma yoluyla etkisiz hale getirilmesi gerektirdigini savunan ¢ift-vuruslu hipotezi
one sirer [34]. IDH1 ve 2'de neomorfik aktiviteye sebep olan R132 ve R172
mutasyonlarinin Knudson’un hipotezinin aksine heterozigot mutasyonlar oldugu

saptanmustir[35].

2.1.2.2 (D)-2-hidroksiglutarat molekiiliiniin 6zellikleri

[zositrat dehidrogenaz(IDH) enzimlerinde meydana gelen mutasyonlar ¢ogunlukla
yanlis anlamli mutasyonlar olup enzimlerin aktif bolgelerinde bulunan ve katalitik
fonksiyonlarin1 diizenleyen amino asitlerde degisikliklere neden olur. Mutasyona
ugramis IDH'ler normalde {iriin olarak ortaya ¢ikan a-KG't substrat olarak kulanarak
(D)-2-hidroksiglutarata [32, 36]. Bu metabolit, bes karbonlu bir dikarboksilik asittir.
Ikinci karbonu kiral yapida olan bu molekiil (D)-2-HG ve (L)-2-HG olarak iki
enantiyomere sahiptir (Sekil 2.6). Metabolizmada her iki enantiyomerin de bilinen bir
fizyolojik rolii yoktur [37]. Her iki molekiiliin sirastyla (D)-2-HG dehidrogenaz
(D2HGD) ve (L)-2H-G dehidrogenaz (L2HGD) enzimleri tarafindan o-KG
olusturmak tizere detoksifiye edilen, mitokondriden kaynaklanan kiiciik bir miktarda

normal "atik" metabolit olduguna inanilmaktadir[38].

(I)H (I)H
2 [y S _Cug
{ CH,COOH HOOCGCHs™ '\
HOOC COOH
D-2-hidroksiglutarik asit L-2-hidroksiglutarik asit

Sekil 2.6: 2-hidroksiglutarat molekiiliiniin D- ve L- enantiyomerleri[38].

(D) enantiyomeri yalnizca neomorfik IDH bulunan tiimér hiicreleri tarafindan tiretilen
2-hidroksiglutarat formudur ve bu tiimér hiicrelerinde yiiksek tiretim gosterdigi tespit
edilmistir [6, 7]. Bu yiiksek iiretimin D2HGD enziminin detoksifikasyon kapasitesini
asarak, enzim normal sekilde ¢alismaya baslasa bile, hiicre i¢i birikmesine yol agtigi
diistiniilmektedir [39]. Buna ragmen otozomal resesif gegisli metabolik hastalik olan
tip 1 ve tip 2 d-hidroksiglutarik asidiiri hastalarinda malinite oraninda artig

gozlenmemistir [40]. Bunun sebebinin bu hastalarda kanserli hastalara oranla diisiik



miktarda (D)-2HG {retimi ve diisik sagkalim oranlar1 nedeniyle takip
edilememesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir[41, 42].

(D)-2-HG molekiiliiniin kimyasal yapisi, a-KG (a-ketoglutarik asit) ile benzerlik
gosterir. Memeli hiicrelerinde ko-substrat olarak o-KG kullanan 60’tan fazla
dioksijenaz enzimi bulunur. Bu enzimler (D)-2-HG inhibisyonunun hedefi olarak
kabul edilir [43]. D-2-HG'nin histon demetilazlar iizerinde a -KG baglanma
bolgelerini isgal ederek yarismali inhibisyon etkisi yaptigi gosterilmistir [44]. (D)-2-
HG'nin, KDM7A (demetilat H3K9me2 ve H3K27me2) KDM4A / B (demetilat
H3K9) ve H3K36 demetilazlar dahil olmak iizere bir¢cok histon demetilazini inhibe
ettigi belirtilmistir [45, 46]. TET enzimleri ise, ten-eleven translokasyon (TET)
metilsitozin  dioksijenaz  ailesidir.  TET,  5-metilsitozinin ~ (5-mC)  5-
hidroksimetilsitozine (5-hmC), 5-hmC'den 5-formilsitozine (5-fC) ve 5-fC'nin 5-
karboksilsitozine (5-caC) doniisiimiinii igeren demetilasyon reaksiyonlarini katalize
eder [47]. (D)-2-HG yarigmali olarak TET1 ve TET2 enzimlerini inhibe ederek sitozin
demetilasyonunu simirlar. Bu da genom boyunca 5-mC birikmesine neden olur [48,
49]. Yine (D)-2-HG birikiminin o-KG'ye bagli enzimlerden olan DNA onarim
proteinlerinlerinden olan alkB homolog proteinin (ALKBH) sentezinde gorevli
enzimlerinin inhibisyonuna sebep olarak da DNA alkilleyici ajanlara duyarli hale
getiren DNA onarim yolunu etkiledigi gosterilmistir [50]. Bundan baska mutant
IDH1'in, histon metilasyonunu degistirerek DNA hasar sensorii ataksi-telanjiektazi
mutasyona ugramis (ATM) sinyal yolunu down-regiile ederek DNA'ya zarar veren
ajanlara duyarliliga yol agabilecegi [51, 52], diffiiz astrositomadaki ATRX
eksikliginin DNA onarim yollarint ve tedaviye duyarliligi etkileyebilecegi [35], poli
(ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP1) ile iligkili DNA onarim yolaginin, azalmig NAD™"
kullanilabilirligi nedeniyle mutant hiicrelerde biiyiik 6l¢lide kullanilamadigini, bu
sebeple PARP inhibitorlerini iceren kombinasyonlarin IDH mutant kanser hiicrelerini

kemoterapi ve radyoterapiye duyarli hale getirebilecegi gosterilmistir [53-55].

Hiicresel NADPH+H molekiilii indirgeyici ekivalan molekiil olarak kullanilmasi
sebebiyle antioksidanlara karsi savunmada biiyiik role sahiptir[56]. IDH mutant
malinitelerde enzim neomorfik aktivitesi sonucu kofaktor olarak NADPH' yi kullanir
ve hiicresel NADPH+H/NADP oranmi degistirerek reaktif oksijen molekiillerinin
(ROS) artisina sebep olur. Bu durum redoks homestazisinde bozulmaya yol agar [55,

57, 58]. Artan redoks yiikii farkli anti-oksidan yolaklar1 harekete gegirir[59, 60]



Bununla birlikte neomorfik aktivite gosteren bir hiicrede ileri oksidatif
dekarboksilasyon reaksiyonunu devam ettirecek normal tip IDH enzimi de bulunur.
Bu sayede hiicrenin, yasam i¢in indirgeyici biyosentez reaksiyonlarinda ve reaktif
oksijen radikallerine karst savunmada gerekli NADPH’1 iiretebilecegi

diistiniilmektedir [9].

IDH mutasyonlar1 sonucu malinite gelisimine yol agan yolaklar ve molekiiller Sekil

2.7’ de gosterilmistir.
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Sekil 2.7: IDH mutasyonu sonucu kanser gelisiminin molekiiler mekanizmasi1[61].
2.1.2.3 IDH mutasyonunun uzun dénem etkileri

IDH mutasyonu gosteren glioblastome multiforme (GBM) hastalarinda ortalama sag
kalim 65 ay iken, yabanil tip-IDH olanlar i¢in 20 ay olarak gosterilmistir. IDH
mutasyonlu GBM hastalar1 arasinda mutant olmayanlara kiyasla hastaliksiz
sagkalimda da artis goriilmiistiir [62]. IDH mutasyonunun varligi kanser hastasina

tedavi yaklagimini degistirmesi sebebiyle tiimor siniflamasina dahil edilmistir.

IDH'deki mutasyonlarin yiiksek epilepsi prevalansi ile iligkili oldugu birbirinden

bagimsiz c¢alismalar ile gosterilmistir [63-66]. (D)-2-HG molekiilii yapisal olarak
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santral sinir sisteminde baskin uyarici ndrotransmiter olan glutamata benzer. Tiimor
mikrogevresinde artan (D)-2-HG’in N-Metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptorlerini
aktive ederek noronlarin uyarilmasina ve dolayisiyla epileptik degisikliklere yol agan
bir glutamat analogu olarak hareket etmesine sebep olabilecegi; mutant IDH'yi
hedefleyen tedavilerin D-2-HG {iretimini inhibe ederek epileptik nobet sikligini

azaltacag1 distiniilmistiir [67].

2.1.2.4 1DH mutasyonu tespit yontemleri

IDH mutasyonu tespiti amaciyla en ¢ok kullanilan yontemler immiinohistokimyasal
boyama ve genetik dizi analizidir. Immiinohistokimyasal boyama ydntemi cerrahi
sirasinda tlimoriin makroskobik analizi ile nekrotik doku igermedigi diisiiniilen
kisimlarindan alinan 6rnekler iizerinde ¢alisilir. Parafine gémiilii tiim6r 6rneklerinin
en sik goriilen R132H mutant IDH enzimine kars1 iiretilen monoklonal antikorlar ile
yapilan muamelesi mutant enzim igeren hiicrelerin sitoplazmalarinin sari-kahverenkli
boyanmasi ile sonuglanir [10]. Sekil 2.8 ‘de anti mutant IDH ile boyama 6rnegi

gosterilmistir.

a: Mutant IDH pozitifligi gosteren astrositoma dokusunda Hematoksilen-eozin
boyamasi

b: Aym dokuda giiglii sitoplazmik graniiler boyama gosteren mutant IDH
boyamasi. c: Infiltre tiimor hiicreleri iceren dokuda Hematoksilen-eozin
boyamasi,

c: Ayni dokuda mut-IDH boyamasi.

d: (Ust ve alt panel) IDH-1 mutant pozitifligi iceren 2 vaka drnegi.

e: Noropatolojide kullanilan farkl bir histokimyasal boya olan glial fibriler asidik
protein (GFAP) ile pozitif boyanan doku 6rnegi.

—h

Mutant-IDH ile negatif boyama 6rnegi [68].
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Sekil 2.8: DSO grade 11 astrositoma ve astrositosiz dokularinin
immiinohistokimyasal boyama 6rnegi.

Bir diger sik kullanilan yontem olan genetik dizi analizi ise yine formalinle sabitlenmis
parafine gomiilmiis timorlii doku 6rnekleri lizerinden genomik DNA ‘nin izolasyonu
ile yapilir [10]. Bu islem igin ek ekipman, malzeme ve tecriibeli personel gerekmekte
olup, rutinde kullanilmaya elverisli bir teknik degildir. Arastirma amagl ¢alismalarda

kullanilan bir yontemdir.

Arastirmalarda kullanilan bir diger metot ise mutant enzimin iirinii olarak ortaya ¢ikan
(D)-2-HG molekiiliiniin manyetik rezonans spektroskopisi ile tesptine dayanir. invaziv
girisim gerektirmeyen bu teknikte sonuglar beyin tiimorii bulunan hastalardan yapilan

gorlintiilemelerde  (D)-2-HG  molekiiliiniin ~ olusturdugu  spektra  iizerinden
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degerlendirilir. Fakat MR spektroskopisinde (D)-2-HG molekiilii normalde beyinde
bulunan veya kanserde birikebilen diger metabolitlerle ortiisen spektra verir [69]. (D)-
2-HG molekiiliiniin sinyal olusturabilmesi i¢in yiiksek konsatrasyonda, dolayisiyla
tiimoriin ileri evrelerinde kullanilabilmesi; ayirict spektra olusturamamasi; manyetik
rezonans goriintilleme cihazinin kolay erisilebilir bir cihaz olmamasi bu teknigin

kullanimini zorlastiran yonleridir [70].

2.1.3 1lzositrat dehidrogenaz 3 enzimi

IDH1 ve 2'den farkli olarak IDH3 (E.C. 1.1.1.41) enzimi NAD" bagimhidir ve
izositratin geri donilisiimsiiz bir sekilde a-KG'ye donilisiimiinii katalize eder.
Mitokondri igerisinde gergeklesen ve TCA (trikarboksilik asit) dongiisii igerisinde yer
alan bu reaksiyon NAD® in NADH' ye indirgenmesinin gergeklestigi, enerji
metabolizmas1 agisindan O6nemli role sahip bir basamaktir (Sekil 2.9). TCA
donglisiiniin  IDH3 tarafindan katalize edilen basamaginda {iretilen NADH
metabolizmada biyolojik pil olarak gorev yapar ve ATP liretmek i¢in elektron tasima
zinciri (ETC) tarafindan kullanilir[1, 71, 72] . Bu enzimin aktivitesi substrat varligi,
allosterik aktivator ve inhibitorler ile diizenlenir. Kalsiyum, ADP ve sitrat ile aktive
olurken ATP, NADH ve NADPH ile inhibe olur. 15925.1 — g25.2'de IDH3A
tarafindan kodlanan iki a-alt birimi, 20p13'te IDH3B tarafindan kodlanan bir -alt
birimi ve Xq28'de IDH3G tarafindan kodlanan bir y-alt birimi olan bu enzim
heterotetramer yapiya sahiptir. a alt birimlerinin katalitik, f ve y alt birimlerinin ise

diizenleyici oldugu disiiniilmektedir [9, 73].
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Sekil 2.9: Trikarboksilik asit sikliisti.

Farkli timor dokularindan elde edilen 6rneklerde yapilan genetik analizlerde IDH3
enzimini kodlayan genlerde IDH1 ve IDH2 deki kadar sik tekrarlayan mutasyonlara
rastlanmamistir. IDH1 ve IDH2 de meydana gelen aktive edici mutasyonlar
monoallellik iken IDH3 enziminde ger¢eklesen mutasyonun aktivitede degisiklik
yapabilecek 0Ozellikte olmasi i¢in mutasyonun biallelik olmas1 gerektigi
diisiiniilmektedir. Gergeklesecek monoallelik bir mutasyonun normal allel tarafindan
telafi edilerek enzimde diisiik de olsa aktivite gosterebilecegi diistiniilmektedir.IDH3

mutasyonlarmin kanserojen rolii hakkinda net bir bilgi edinilememistir [74].

TCA dongiistiniin kontrol enzimlerinden IDH3 meydana gelecek bir inhibisyon tiim
TCA dongiisiinii ve dolayistyla da mitokondriyel ATP iiretiminin durmasina neden
olacaktir [75]. IDH3 enzimini kodlayan gende gerceklesecek biallelik bir mutasyonun,
tek yonlii ¢alisan bir enzim olmasi sebebiyle, enzim iizerinde neomorfik aktivite
degisikligi yaparak hiicrede karsinojenez gelistirmesinden ziyade IDH3 enzimini

inhibe ederek hiicreyi apoptoza siiriikleyecegi diistiniilmektedir[9].
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2.1.4 Normal tip NADP*-bagimh IDH enzimi ve klinikte kullanim

IDH enzimi viicutta birgok dokuda yogun olarak bulunan bir enzimdir. Saglikli insan
serumunda referans araligi1 0 — 12 1U/L olarak verilmektedir [3]. Serumda bu seviyenin
iistiinde tespit edilmesi karaciger parankim harabiyeti sonucu karaciger hiicrelerinin
membran bitiinliigiiniin  bozulmasi ve enzimin dolasima katildigi seklinde
yorumlanmaktadir [76]. Klinikte karaciger parankim harabiyetini saptamak ve akut
veya kronik hepatitli hastalarda hasarin derecesini izlemek i¢in yararlanilan enzimler
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz
(ALP), vy-glutamil transferaz (GGT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) dir. Bu
biyobelirteglerden karaciger hiicreleri icin spesifitesi en yiiksek olan ALT enzimidir.
Dolayistyla serumda ALT enziminin aktivitesinde artig gdzlendigi durumlar karaciger
parankim hasarini akla getirmektedir. [3, 77]. Karaciger dokusu histolojik olarak zon
1 (periportal), zon 2 ve zon 3 (sentrilobiiler) olmak iizere 3 bolge ile tarif edilir (Sekil
2.10). Klinikte ‘Karaciger fonksiyon testleri’ olarak kullanilan enzimlerin dagilimi
hiicrenin bulundugu bu hepatik asiniis alanlarina gére farklilik gosterir. ALT nin zon
1’de (Z1) daha yogun bir dagilima sahip oldugu bilinmektedir [78, 79]. Bu nedenle,
baskin olarak zon 3 (Z3)' te meydana gelen hepatik nekrozu olan hastalarda serum
ALT seviyesinin belirginlesmeye baglamasi hastaligin ge¢ donemlerinde ortaya
cikmaktadir. Halihazirda kullanilan karaciger fonksiyon testleri arasindan Z1 ve Z3’e
spesifik yiikselen olmadigi i¢in karaciger nekrozunu ayirt edilmesi karaciger biyopsisi
ile miimkiindiir [80]. Karaciger hastaliklarinda serum seviyesinde degisiklik gézlenen
NADP bagimli sitoplazmik IDH enziminin serumda aktivitesinde artma hastaligin
erken doneminde gozlenir ve karaciger parankim hasarinin oldukc¢a hassas bir
gostergesi olarak kabul edilir [78]. Ozellikle karaciger zon 3 sentrilobuler nekrozunun
erken doneminde serumda IDH enzim aktivitesinde artis goriildiigii literatiirde yer alan
bilgiler arasindadir [81]. Bu enzimin serumdaki aktivitesinde meydana gelen
degisikliklerin tespit edilebilmesi hem karaciger hasarinin daha erken ve giivenilir
tespit edilebilmesine hem de karaciger hastaligi bulunan bireylerde Z1 ve Z3 hepatik

nekrozun ayriminda kullanilabilecegi diistiniilmektedir [78].
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Sekil 2.10: Karaciger lobiil goriintiisii tizerinde zonlarin gosterimi[82].

Serum IDH enzim aktivitesinde en fazla artig (1-40 kat) viral hepatitlerde gozlenir.
Hafif bir yiikselmeden sonra goriilen ani diisiisler de kotii prognozlu masif nekrozun
habercisidir. Enfeksiyoz mononiikleoz hastaliginda da viral hepatitlerde oldugu gibi
fazla artiglar goriiliir fakat toksik hepatitli hastlarada normalin en fazla 3-8 katina
¢ikar[3]. Halihazirda klinik olarak kullanilan Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin
aminotransferaz (ALT) ve Gama glutamil transferaz (GGT) gibi enzimlerin karacigere
spesifitesi diisiik olup, biliyer sistem hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin karaciger
parankim hasarindan ayirt edilmesinde yetersiz kalabilmektedir. Bu sebeple IDH
enzim aktivitesi 0l¢limii karaciger hasarinin laboratuvar testleriyle belirlenmesinde

daha giivenilir bir parametre olarak katki saglayacaktir.

2.2 Spektrofotometrik dl¢iim

Bir ¢ozelti i¢erisindeki madde miktarini ¢ozeltiniden gegen veya ¢ozeltinin tuttugu 151k
miktarindan faydalanarak 6lgme islemine fotometri, bu 6l¢iimii yapan cihazlara ise
fotometre ad1 verilmektedir. Isigin tiim dalga boylarinda (goriiniir, ultra viole (UV),
infrared (IR)) Ol¢im yapilabilir. Bir ¢ozeltiye gonderilen 1s1kgin ¢ozelti tarafindan
tutulmasina absorbsiyon (emilim), 15181 ¢ozeltiden gecisine transmisyon adi
verilmektedir. Cozeltiye gelen 151k ile ¢ozeltiden ¢ikan 151k arasinda Lamber-Beer

kanunu ad1 verilen matematiksel bir iliski bulunmaktadir (2.1).
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I = I, x 107%c (2.1)
I : Cozeltiden ¢ikan 15181n siddeti
lo : Cozeltiye gelen 15181n siddeti
a : Isigin dalga boyuna ve maddeye bagli sabit molar absorbsiyon katsayisi
b : Cozeltiden gegen 151k yolunun uzunlugu (cm)
¢ : Cozeltideki maddenin konsantrasyonu (mol/L)

Bu kanuna gore ¢ozeltiden ¢ikan 15181n siddeti 15181n molar emilim katsayisi, ¢ozeltinin

aldig1 yol ve madde konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Fotometrik 6l¢lim sirasinda hassasiyeti artirmak icin 6l¢iimii yapilan maddenin 15181
maksimum absorbe ettigi dalga boyu kullanilir. Bu amagla maddenin hazirlanan 1 M
konsantrasyondaki ¢ozeltisi ile farkli dalga boylarinda 6lgiim yapilir. En yiiksek
degerin alindig1 dalga boyu o maddenin 6l¢iimiinde referans dalga boyu olarak

kullanilir. Fotometrik 6l¢iim baslica 2 grupta toplanir:

1. End-point okuma: Olgiimiin reaksiyon tamamlandiktan sonra yapilmasina end
point okuma denir. Reaksiyon karisimi belli bir siire ve belli bir sicaklikta inkiibe
edilir. Reaksiyon sonucu iiriin olusumu ve dolayistyla renk degisimi gozlendikten
sonra okuma yapilir.

2. Kinetik okuma: Birim zamandaki absorbans degisimi dlgiilerek degerlendirilen bu
yontemde genellikle enzimlerin katalitik aktivitelerinin tayini amaciyla kullanilir.
Hesaplama icin deney ortaminda kromojen maddenin molar absorbsiyon
katsayisinin bilinmesi gerekir. Analiz tiipiine reaktif ve numune konup belirli bir
sicaklikta inkiibasyona tabi tutulduktan sonra ilk absorbans degeri okunur. Daha
sonra belirli araliklarla tekrar absorbans 6l¢iimleri yapilarak miiteakip 2 okumanin
farki aliarak ‘AA’ degerleri bulunur. Bu AA degerleri toplanip okuma sayisina

boliinerek ortalama zamana bagli absorbans degisimi AA/t degeri elde edilir [83].
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2.2.1 Enzim Aktivitesi Ol¢iimii
Enzim aktivitesinin 6l¢limii substratin fizikokimyasal 6zelliklerini tiriintinkilere gére

olgiilebilir bir sekilde ayirt edebilmesi etrafinda tasarlanir [84]. Bir enzimin aktivitesi
Ol¢iilmek istendigi takdirde reaksiyona giren substrat konsantrasyonunun azalmasi,
reaksiyon sonucu olusan iirlin konsantasyonun artist veya reaksiyon sirasinda tiiketilen

koenzim veya kofaktor konsantrasyonunun azalmasindan yararlanilir (Sekil 2.11).

ENZIM

€ @

Koenzim

SUBSTRAT Kof::térler U RUN

' AZALIR AZALIR. ARTAR ﬁ

Sekil 2.11: Reaksiyon sirasinda artan ve azalan bilesenler

Klinik biyokimya laboratuvarlarinda serumda enzim aktivitesini 6lgmeye yonelik en

sik kullanilan molekiiller NADP* ve NAD" molekiilleridir (Sekil 2.12)(Tablo 2.1).
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Sekil 2.12 : NADP*, NADPH ve NAD", NADH molekiillerinin kimyasal gosterimi.
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Bu molekiiller bircok enzimin kofaktorii olarak gorev yaparak reaksiyon sirasinda
indirgenir veya yiikseltgenirler. Indirgenmis molekiiller olan NADPH ve NADH 340
nm’de maksimum absorbans gosterir (Sekil 2.13). Bu 6zelliginden yola ¢ikilarak
otomatik kimya analizérlerinde sinyal artisi hesaplanir ve numuneler igerisindeki

Ol¢iilmek istenen maddenin konsantrasyonu hakkinda yorum yapilabilir.

16}
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Sekil 2.13: NAD(P)" ve NAD(P)H molekiillerinin absorbans spektrumu [85].

Tablo 2.1: Klinikte yaygin kullanim1 olan enzimler [85].

Enzim Klinik kullanimi

Asit fosfataz Prostat karsinomu

Alkalin fosfataz Kemik ve karaciger hastaliklar
Amilaz Pankreatit

Aspartat aminotransferaz Karaciger ve kalp hastaliklari
Alanin aminotransferaz Karaciger hastaliklari

Kreatin fosfokinaz Muskuler distrofi

y-glutamil transpeptidaz Karaciger hastaliklari, alkolizm
a-hidroksibiitirat dehidrogenaz Kalp hastaliklar1

Laktat dehidrogenaz Karaciger ve kalp hastaliklari
Losin aminopeptidaz Pankreas karsinomu, araciger hastaliklari
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Sekil 2.14: izositrat dehidrogenaz enzimi reaksiyonu.

Bu calisma ile aktivitesini 6l¢mek istedigimiz izositrat dehidrogenaz enziminin
katalizledigi reaksiyon Sekil 2.14’de goOsterilmistir. Bu reaksiyon sonucu olusan
NADH/NADPH molekiilii iizerinden Lambert-Beer denkleminin matematiksel

diizenlenmis versiyonu (Denklem 2.2) kullanilarak enzim aktivitesi tayini yapilacaktir.

AA/dkxTotal Voliim (ml)x 10°

& XIstk yolu X Numune Volimii (ml) (2:2)
2.2.2 Metodun gecerli kilinmasi

Klinik kimyada gelistirilen bir metodun rutin kullanima uygun hale getirilmesi igin
saglanmasi gereken bir takim performans kriterleri bulunur. Bunlar kesinlik ve
dogruluk, analitik sensitivite, linearite, kalibrasyon, geri-kazanim, 6l¢iim belirsizligi
ve metot karsilagtirma olarak siralanabilir [86]. Bu performans Kriterlerini
karsiyabilmek adina kalite-kontrol malzemesi olarak kullanilan ‘Sertifikali Referans
Matertal (CRM)’ kullanilir. Doku ve biyolojik CRM leri ise hazirlamasi en karmagik
ve pahali malzemelerdir [87]. Bu amagla gelistirilen enzimatik bir metodun kalite —
kontrol malzemesi olarak kullanimina uygun rekombinant enzim {iretimi biiyiik
kolaylik saglayacaktir. Gelistirilen rekombinant enzimin aktivite 6l¢iimii,
saflagtirilmas1 ve standardize edilerek kullanima sunulmas1 metodun gecerli kilinmasi
agisindan onemlidir. Calisma amaci olan NADP*-bagimli IDH ve NADP*-bagimh
R132H mutant IDH enzimi aktivite 6lglim metodunun gelistirilme basamaklarinda
kullanilmak tizere rekombinant olarak NADP*- bagimli normal IDH1 ve R132H

mutant IDH1 enzimi {iretimi yapilmasi planlanmistir.
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2.3  Rekombinant Enzim Uretimi

Yasamin yapi taglar1 olan proteinler, dogal metabolizmalarinin bir pargasi olarak tiim
canli tiirleri tarafindan sentezlenir. Rekombinant protein liretimi ila¢ ve kimya sanayi,
tarim ve gida sektorii, biyoyakit iiretimi, enzim endiistrisi, kagit ve deri iiretimi, tani
Kitleri ve tekstil sanayi gibi genis kullanim alanlarina sahiptir. Tipta genis kullanim
alanina sahip olan mikrobiyel fermentasyon sanayisinin kullanima baglamas1 1900 li
yillarin basina dayanir. Halihazirda ‘Food and Drug Administration’ (FDA) onayli ilag
sanayisinde kullanilan rekombinant teknoloji ile iiretilmis insiilin, biiyiime hormonu,
pihtilasma faktorii — 8, albiimin gibi 200 den fazla peptit ve protein bulunmaktadir
[88].

1970'lerde baslayan endiistriyel enzim iiretimi daha c¢ok bitki ve hayvan
kaynaklarindan geleneksel yontemlerle gerceklesmistir. Bu teknikler ile maliyet —
fayda agisindan istenilen verim alimamamustir. 1980 lerde mikroorganizmalardan
enzim liretimi gelistirilmeye baslandiginda ¢ok daha basit, hizli, ucuz ve genetik olarak

yonlendirmeye agik oldugundan hizla birgok sektoérde kullanilmaya baslanmistir [88].

Rekombinant protein tretiminin baslica klonlama basamaklar1 Sekil 2.15°de

gosterilmistir.
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1 Rekombinant DNA molekiiliiniin yapilandmiimasi

5 Rekombinant
DNA molekiilii

Vektor DNA

Fragmenti ¥
Bakteri
hiicresi
Rekombinant DNA
2 Konak hiicreye molekiilini iceren
aktarmm bakteri hiicresi
3 Rekombinant DNA o)
molekiiliiniin
gogaltilmasi / \
4 Konak ( @ < @
bolinerek
cogalmasi l
5 Cok sayida
bc'ih'im.ne sonucu Zs e -
koloni formasyonu ||
olusmast

Kati besi yerinde iireme gosteren
bakteri kolonileri

Sekil 2.15: Klonlamanin ana basamaklari[89].

[k olarak ilgili hedef proteini kodlayan genetik bilginin edinilmesi gerekir. Bu bilgi
‘full-lenght’ bir DNA pargasindan elde edilebilecegi gibi ticari olarak da temin
edilebilir. Genetik kod uygun kesim enzimleri ile kesilir ve istenen genetik materyal
tasiyict vektore aktarilarak ligasyon islemi yapilir. Bu agsamada rekombinant DNA

molekiilii elde edilmis olur. Rekombinant molekiiliin ¢ogaltilmasi i¢in konak hiicreye
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aktarimi yapilir. Transformasyonun gergeklestigi hiicreler secilerek c¢ogaltilir ve
istenen proteinin iretilmesi i¢in ekspresyon konak hiicresine aktarilir. Ekspresyon
konaginda yine transformasyonun gerceklestigi hiicreler segilerek biiyiik hacimlerde
indiiksiyonu gerceklestirilir. Ilgili proteinin iiretildigi varsayilarak saflastirma

asamasina gegilir [89].

2.3.1 Rekombinant iiretimde en sik kullanilan mikroorganizmalar

Escherichia coli

Escherichia coli (E. Coli) protein iiretimi i¢in kullanilan en eski konakgilardan biridir
[90]. Hizli ekspresyon, yiiksek verim, kiiltiir sartlarinin ve genetik modifikasyonunun
kolayligi, diisiik maliyetli seri {iretime olanak tanimasi gibi avantajlar1 bu
mikroorganizmanin sik kullanim nedenlerindendir. Buna ragmen distilfit bag1 olan
proteinlerin ekspresyonunun zorlugu, glikolize olmayan protein iiretimi, endotoksin
tiretmesi, hiicre harabiyetine sebep olan asetat fomasyanu olusturmasi, inkliizyon
cisimcigi seklinde tiretilen proteinlerin tekrar katlanmaya ihtiya¢ duymasi gibi

dezavantajlariin olmasi rekombinant iiretimde kullanimini kisitlamaktadir [90].
Bacillus

Gram pozitif bir bakteri olan Bacillus deterjan sanayinde kullanilan proteaz ve gida
sanayinde kullanilan amilaz gibi endiistriyel enzimler ic¢in kullanilan konakg1
mikroorganizmadir. Inkliizyon cisimciklerinin bulasi olmadan protein ekspresyonuna
olanak taninabilmesi, genetik modifikasyona agik olmasi, kolay kiiltiir sartlari, yiiksek
verimlilik, metabolik olarak dayanikli olmasi, fayda — maliyet dengesinin verimli
olmast gibi avantajlart olan bu mikroorganizma FDA tarafindan giivenli (GRAS)
siifinda kabul edilmistir [91]. 5 tanesi ekstraseliiler olmak {izere 7 bilinen proteaz
enzimi bulunan Bacillus subtilis’ in bu 6zelligi ile iiretilen rekombinant proteinin

parcalanmasina sebep olabilecegi bildirilmektedir [92].
Saccharomyces cerevisiae

Bir maya fticresi olan S. Cerevisiae E. Coli igerisinde katlanma veya glikozilasyona
ihtiyac1 olmasi sebebiyle liretilemeyen proteinlerin ¢ogaltilmasina olanak tanir. Bu
hiicreler genetik olarak iyi karakterize edilmistir ve birgok post-translasyonel

modifikasyona olanak tanimasi sebebiyle endiistride genis kullanim alanina sahiptir
[93].
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Pichia pastoris

Biiyiimek i¢in gereken tiim karbon ve enerjiyi metanolden elde edebilen canlilara
metilotroflar denir. Bu mayalar tek karbon ve enerji kaynagi olarak metanol tizerinde
yetistirildiklerinde, metanol metabolizmasina dahil olan enzimlerin iiretimi giiglii bir
sekilde indiiklenir. Bunun sonucunda bu enzimleri igeren membran, peroksizom ve
diger organellerinde hizli bir biiylime gozlenir. Bu da hiicrenin kisa siire igersinde
¢ogalmasina olanak tanir [94]. Metilotrofik maya hiicrelerinin hizl bir sekilde yiiksek
yogunluklara erisebilmelerinin yaninda kiiciik modifikasyonlar ile iirlin
ekspresyonunun seviyesinin artirilabilir olmasi rekombinant proteinlerin endiistriyel
iretimi i¢in bu hiicreleri konak mikroorganizma olarak cazip hale getirmistirir [95].
Bilinen dort metilotrofik maya cinsi Hansenula, Pichia, Candida ve Torulopsis) vardir
[96].

Metilotrofik mayalarin bir diger klonlama konakgis1 olarak S. cerevisiae' ye gore
avantajlar1 arasinda sunlar yer almaktadir: 1. daha yiiksek protein verimliligi, 2.
hiperglikozilasyon oraninin nispeten diisiik olmasi, 3. diger mikroorganizmalarin
yasamasinin miimkiin olmadig1 yiliksek konsantrasyonlardaki metanol ¢ozeltilerinde
tireyebilme, 4. uygun maliyetli kiltir kosullari, 5. kolay transformasyon

uygulanabilmesi olarak siralanabilir [88].

Metilotrofik mayalar igerisinde bulunan Pichia pastoris, hiicre dis1 ortamda yiiksek
seviyelerde memeli rekombinant proteinleri iiretme yetenegine sahiptir. Bu yiizden
1970 11 yillarda insan ve hayvan beslenmesinde proteinden zengin gida iiretiminde

kullanilmistir [97]

P. pastoris, gii¢lii ve siki bir sekilde diizenlenen AOX1 (alkol oksidaz) promotorii
kullanilarak heterolog bir protein ekspresyon sistemi olarak gelistirilmistir [98]. Bu
sistem yiiksek miktarda ekstra seliiler protein ekspresyonuna olanak tanir. Boylece
proteinler hiicre igerisinde birikerek yaratacagi toksik etkinin Oniine gecilebilir.
Bundan bagka saperonlar gibi yardimci proteinlerin hedef protein olusturulmadan 6nce
ekspresyonu saglanabilir. Promoter bolgelerinin regiilasyonunu gosteren bir takim
molekiiller tanimlanmis olsa da ger¢cek mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir. [99-

102]

P. pastoris kiiltiir ortamina uygun sekilde katlanmis ve katlanma sonrasinda modifiye

edilmis aktif rekombinant proteinlerin yiiksek titrelerini (130 g/L) {iretebilmesi
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sebebiyle protein iiretim konakgisi olarak tercih edilir. Kural olarak, rekombinant
tiretilmek istenen protein, hiicre i¢i veya hiicre dis1 olsun, P. pastoris kiiltiir ortaminda
tireyecegi varsayilir. GFP (Green floresan protein) veya insan katalazi gibi tipik olarak
hiicre i¢i proteinlerin dahi tiretimlerinin gergeklestirilebildigi ¢alismalar vardir [103,

104].

2.3.2 Vektoryel sistem secimi

Pichia pastoris mikroorganizmas: igin vektor segiminde standart olarak ¢ift
fonksiyonlu sistemler tercih edilmelidir. Bunlar oksotrofik 6zelliklerden yararlanilarak
ya da antibiyotik direnci kazanmasini miimkiin kilacak vektoryel sistemler
kullanilarak elde edilebilir. Bu sayede E. coli ‘de replikasyonu, P. pastoris’ te de
ekspresyonu indiikleme islemi gergeklesebilir [105]. Hem E. coli ‘de hem de P.
pastoris’ te kullanilabilecek bir vektor olan pPICZ-a vektorii alkol oksidaz (AOX1)
promotor bolgeye sahiptir. Bununla birlikte Zeocin direng geni bulunan, C-terminal
ucunda His-tag kodonu bulunan bu vektor P. Pastoris ekspresyon sisteminde olduk¢a

yaygin kullanima sahiptir [106].
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3. GEREC VE YONTEM

Deneyler Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvar;, Bezmialem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi ve
Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Rutin
Biyokimya Laboratuvari’nda 29.10.2018 — 09.12.2019 tarihleri arasinda
yiiriitiilmiistiir. Calisma, 03.09.2018 tarihli 5224 sayil1 Bezmialem Vakif Universitesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi ve 22.10.2018 tarihli 19/214 sayili Bezmialem
Vakif Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izni ile
gerceklestirilmistir. Hastane rutin biyokimya laboratuvarina gelen ve istenen testler

calisilip sonucu verildikten sonra atilacak serum ornekleri kullanilmistir.

3.1 Gere¢

3.1.1 Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz

Marka

Otomatik pipetler
Distile su cihazi
Ultra saf su cihazi
Otoklav
Hassas terazi
Santrifiy
Vorteks
Isitic1 blok
Buz makinesi
Buzdolabi (+4°C)
Derin dondurucu (-20°C, -80°C)
pH metre
Manyetik 1siticili karistiric
Orbital calkalayici
Inkiibatérlii calkalayici
Is1l dongleyici (PCR cihazi)
Etiv
Ceker ocak
Yatay jel elektroforez sistemi

CAPP, Almanya; Eppendorf, Almanya.

Millipore Co., ABD

Sartarius Stedim Biotech, Almanya

Niive Steamart, Tiirkiye
Daihan, Kore

Hettich, Almanya; Niive Steamart, Tiirkiye

Stuart, Ingiltere
Denville Scientific, ABD
Scotsman, Italya
Beko, Tiirkiye
Ugur, Tiirkiye; Haier, Cin
Hanna Instruments, ABD
Stuart, Ingiltere
Benchmark, ABD
Benchmark, ABD
Bio-Rad, ABD; Sacem, Tiirkiye
Niive, Tiirkiye
Vortice, Ispanya
Major Science, ABD
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Tablo 3.1(devam) : Kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz Marka

Jel goriintiileme sistemi Fusion Fx7, Fransa

Dikey jel elektroforez sistemi Major Science, ABD

Isil dongleyici (PCR cihazi) Bio-Rad, ABD; Sacem, Tiirkiye
UV-vis spektrofotometre Thermo Scientific, ABD; Biochrom, ABD

Orbital ¢alkalayici Benchmark, ABD
Spektrofotometre Schimadzu UV-1800 240V, Japonya
pH-metre Milwaukee, Mi 151, Rocky Mount, ABD
Otomatize klinik kimya Abbott Architect c8000 ve ¢16000i (lllinois,
analizorii ABD)
Kuvartz kiivet ISOLAB Laborgeraete GmbH, Wertheim
Almanya
Liyofilizator Labconco, ABD
Sonikator Qsonica, ABD

3.1.2 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve markalar1 Tablo 3.2 ‘de belirtilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan kimyasallar ve markalari.

Kimyasal Marka
LB broth ve agar Sigma-Aldrich, Almanya
Ampisilin Sigma-Aldrich, Almanya
Zeocin Invitrogen, ABD
Agaroz Invitrogen, ABD

Kloramfenikol
Etidyum bromiir
LB broth ve agar
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
DNA jel yiikleme boyasi
Absoliit Etanol
Metanol
[zopropanol
Sodyum asetat
Tris bazi
a — ketoglutarik asit
NADPH
B-Nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat
Sodyum kloriir
Bovin Serum Albumin
Tween 20
Glisin
Coomassie blue boyas1 R250
N,N,N’,N2-tetrametileten-
diamin (TEMED)
Hidroklorik asit
Absoliit Etanol

Invitrogen, ABD
EMD Millipore, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
New England Biolabs, ingiltere
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Thermo Fisher Scientific, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Thermo Fisher Scientific, ABD
Interchim, Fransa

Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya



Tablo 3.2 (devami): Kullanilan kimyasallar ve markalari.

Kimyasal

Marka

Coomassie blue boyas1 R250

Akrilamid

N,N'—metilbisakrilamid

Metanol
Sodyum sitrat
Sitrik asit
Tris baz
Tris HCI
Triton-X 100
Etilen glikol
Gliserol
ProClin 900
Sodyum azid
[zositrat
Magnezyum kloriir
Magnezyum siilfat
Mangan siilfat
Mangan kloriir
Tergitol
Aseton
Teepol
Tween-80
Gliserol
Etanolamin
Sodyum stilfat
Potasyum kloriir
Kalsiyum klortir
Potasyum bikarbonat
Potasyum fosfat
Lityum Klorid
YPD Broth
Yeast nitrogen base
Yeast ekstrat
Trypton

Etilendaiamintetraasetik asit

(EDTA)

Amonyumpersiilfat (APS)

3.1.3 Ticari kitler ve enzimler

Interchim, Fransa
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Bio Base, ABD

Invitrogen, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Calismada kullanilan ticari kitler ve enzimler Tablo 3.3 ‘de gdsterilmistir.



Tablo 3.3: Kullanilan ticari kitler ve enzimler.

Kit adi Marka
Genejet Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific, ABD
PureLink Genomic DNA Kits Invitrogen, ABD
Phusion Hot Start 11 High-Fidelity PCR ) S
Master Mix Thermo Fisfer Scientific, ABD
Ni-NTA Fast Start Kit Qiagen, USA
Abbott Architect Urine/CSF Protein o
(7D79-21) Illinois, ABD
Rapid DNA Ligation Kit Thermo Scientific, ABD
Sapphire AMP Fast PCR Master Mix Takara, Japonya
Column-Pure™ PCR Clean-up Kit Lamda Biotech, ABD
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit Macherey-Nagel, Almanya
Alkalin Fosfataz enzimi Thermo Fisher Scientific, ABD
Kit adi Marka
Genejet Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific, ABD
PureLink Genomic DNA Kits Invitrogen, ABD
T4 DNA ligaz Thermo Fisher Scientific, ABD
[zositrat dehidrogenaz Sigma-Aldrich, Almanya

3.1.4 Mikroorganizmalar

Shewanella putrefaciens CN-32 (ATCC BAA-453) (Invitrogen, ABD) susu genetik
kodun temini i¢in kullanilmastir.

Escherichia coli One Shot® Machl™-T1R kompetan hiicreleri (Thermo Fisher
Scientific, ABD) vektor sisteminin klonlama konakgisi olarak kullanilmustir.

Pichia Pastoris X-33 susu (Thermo Fisher Scientific, ABD) istenen enzimin iiretilmesi
i¢in protein ekspresyonu konakgisi olarak kullanilmistir.

Escherichia coli One Shot® BL21 (DE3) hiicreleri (Thermo Fisher Scientific, ABD)

protein ekspresyonu konakgist olarak kullanilmistir.

3.1.5 Primerler

Hedeflenen genetik bilginin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler Primer3 programi

kullanilarak dizayn edilmistir. ECORI ve Xhol restriksiyon enzimlerinin tanima
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bolgelerini kodlayan primerler Sentromer DNA Teknolojileri (Istanbul) sirketinden
temin edilmistir.

3.1.6 Vektor sistemleri

R132H mutant IDH1 geninin kodlandigi pSLIK-IDH1-R132H-FLAG (Sekil 3.1) ve
normal IDH1 geninin kodlandigi pSLIK-IDH1-FLAG (Sekil 3.2) plazmidleri
Christian Metallo ‘dan (Addgene plasmid # 66803;
http://n2t.net/addgene:66803;RRID: Addgene_66803) ticari olarak temin edilmistir.
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Sekil 3.1: pSLIK-IDH1-FLAG vektor haritasi.
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Sekil 3.2: pSLIK-IDH1-R132H-FLAG vektor haritasi.

NADP*- bagimli IDH sentezi i¢inde hedef gen bdlgesinin ekspresyon

mikroorganizmasina aktarilmasi igin ise pPICZ(alpha) A plazmid (Thermo Fisher

Scientific, ABD) (Sekil 3.3) kullanilmustir.
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Sekil 3.3: pPICZa-A vektorii haritasi.
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NAD*- bagimli IDH sentezi i¢in pET28b-BE1(Thermo Fisher Scientific, ABD)

vektori kullanilmastir.

3.1.7 DNA ve protein markirlan
DNA markirt olarak “Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix
(#SM1333)”(Sekil 3.4); Protein markir1 olarak Thermo Scientific PageRuler™

Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (SM#26616) (Sekil 3.5) kullanilmustir.
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use kDa
bp ng/0.5 pg %

-~180-
20000 20 4 —~130-
% 10000 20 4 30
7000 20 4
/5000 75 15 —~100-
4000 20 4 70
— 3000 20 4 .
— 2000 20 4 = BB
— 1500 80 16
—1000 25 5 T
—700 25 5 - ~35 -
=NA :
P— 6 —
—300 25 5) S
i —200 25 5
0.5 pg/lane, 8 cm length gel, Gel y
1X TAE, 7 V/cm, 45 min
Sekil 3.4: Thermo Scientific Sekil 3.5: Thermo Scientific
O'GeneRuler DNA Ladder Mix PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
(SM#1333). 10 to 180 kDa (SM#26616).

3.1.8 Hazrlanan besiyerleri ve diger 6zellikli soliisyonlar
Ampisilin stok ¢ozeltisi:
e 100 mg/ml stok ¢ozeltisi olarak distile su ile hazirlanmigstir. Filtre edilerek
kii¢iik hacimlerde -20°C ‘de muhafaza edilmistir.
LB Broth:
e 1L distile su lizerine 20 g LB broth tozu eklenmistir. 120°C’de 20 dakika
otoklavlanarak +4 °C ‘de muhafaza edilmistir.
Ampisilinli LB broth:
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e 100 ml LB broth oda sicakligina getirildikten sonra {izerine ampisilin stok

¢ozeltisinden 100 ul eklenmis ve +4 °C ‘de muhafaza edilmistir.
LB agar:

e 6.5 g LB agar tozu 200 ml distile su iizerine eklenerek 121°C’de 20 dakika
otoklavlanmustir. Sicaklik yaklasik 50°C’ye diistiigiinde esit hacimlerde
steril petri kaplarina dokiilerek kati forma gegmesi beklenmistir

Ampisilinli LB broth:

e Hazirlanan 200 ml LB broth besiyeri otoklavlanma asamasindan sonra

sicaklik yaklasik 50°C’ye diistiigiinde 200 ml / 200 pl olacak sekilde

ampsilin stok ¢ozeltisinden eklenmistir.

YPD broth: (200 ml i¢in)
e 10 g yeast — pepton- dekstroz broth kimyasali 200 ml dH20O igerisinde
¢oziilerek 20 dk 121 °C otoklavlanmustir.
YPD agar: (1 1t i¢in)
e 10 g yeast — pepton- dekstroz broth kimyasali
e 4gagar
Kimyasallar 1 It distile suda ¢ozdiiriilerek 20 dk 121 °C 0,5 bar’ da otoklavlanmuistir.
50 — 60 °C’ye geldiginde plakalara dokiilerek katilagsmasi beklenmistir.

BMGY:
e % 2 Tripton
e 9% 1 yeast ekstrakt
e 100 mM potasyum fosfat pH = 6.0
e 9 1,34 Yeast Nitrogen Base

e 9% 1 gliserol

e 9% 2 Tripton

e 9% 1 yeast ekstrakt

e 100 mM potasyum fosfat pH = 6.0
e 9 1,34 Yeast Nitrogen Base

e 9% 0,5 metanol

Kimyasallar distile suda ¢ozdiiriilerek 20 dk 121 °C 0,5 bar’ da otoklavlanmistir.
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Jel elektroforezi cozeltileri
10X Tris asetik asit EDTA (TAE) tamponu:

o 24.2 g Tris baz1
e 1759EDTA

e 5.7 ml asetik asit 500 ml distile su i¢erisinde ¢ozdiirilmiistiir.
%1 agaroz jel ¢ozeltisi:

e 1gagaroz

e 100 ml TAE tamponunda ¢ozdiiriiliip tizerine 1 ul etidyum bromiir eklenmistir.
%40 poliakrilamid ¢ozeltisi:

e 39 g akrilamid

e 1 g N,N-—metilbisakrilamid 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
%10 SDS ¢ozeltisi:

e 10 g SDS tozunun 100 ml distile suda ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmistir.
%10 APS ¢ozeltisi:

e 0.5 g APS tozunun 5 ml distile suda ¢6zdiiriilmesi ile hazirlanmistir.
10X, 1 L SDS-PAGE yiiriitme tampon ¢ozeltisi:

e pH 8.3 olacak sekilde 30 g Tris baz1
e 144 gglisin
e 10 g SDS 1 L distile suda ¢ozdirilmistir. 1-10 diliisyon yapilarak

elektroforezde kullanilmisir.
Coomassie blue boyama ¢ozeltisi:

e 0.1 g Coomassie R250
e 10 ml asetik asit

¢ 40 ml metanol distile su ile toplam hacim 100 mI’ye tamamlanmustir.
Boya ¢oziicii (destaining) ¢ozelti:

e 50 ml metanol

e 50 ml glasiyal asetik asit 400 ml distile su ile karigtirilmistir.
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3.2 Yontem
3.2.1 Rekombinant NADP*- bagimh enzimlerin iiretimi

3.2.1.1 Genetik kodun temini ve genetik kodu barmdiran mikroorganizmanin

biiyiitiilmesi

NADP*-bagimli - R132H mutant IDH1 geninin kodlandig1 pSLIK-IDH1-R132H-
FLAG vektorii ve NADP*-bagimli normal IDH1 geninin kodlandig1 pSLIK-IDH1-
FLAG vektorii Addgene plasmid firmasindan (Christian Metallo, #66803 ;
http://n2t.net/addgene:66803 ; RRID:Addgene_66803) ticari olarak temin edilmistir.
Jel agar igerisinde gelen hiicreler vektor sisteminin protokoliinde yer alan talimatlara
uyularak ampisilinli 10 ml LB Broth besiyerine inokiile edilmistir [107]. 37°C, 250
rpm’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Bulaniklik gézlenen kiiltiir mayi 10 000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatan dokiilerek hiicrelerden olusan pelletlerin
LB agar plate e ekimi yapilmistir. 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
Olusan koloniler 100 ml ampisilinli LB broth besiyerine inokiile edilerek karistiricili

inkiibatorde 37°C, 250 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.2 Genetik kodu iceren vektor sisteminin piirifikasyonu

Yiksek hacimde iretilen pSLIK-IDH1-R132H-FLAG ve pSLIK-IDH1-FLAG
plazmitleri inkiibasyona birakilan hiicrelerden ertesi giin ticari olarak temin edilen
Genejet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile piirifiye edilmistir.

Uriiniin protokoliine gore:

e Besiyeri igerisindeki hiicrelerle birlikte 14000 rpm’de 3 dk dondiiriilerek iist

fazi atilmistir.

e Pelet tizerine 250 pl kit igerisinde yer alan “Resuspension Solution” eklenip

tamamen homojen bir hale gelene kadar vorteks ile karistirtlmistir.

e Daha sonra 250 pl “Lysis Solution” eklenip viskoz ve berrak bir goriintii elde

edilene kadar tiip hafifce alt iist edilmistir.

e 350 pl “Neutralization Solution” eklendikten hemen sonra tiip 5-6 kez alt iist

edilerek karistirilmistir.

e Bulutsu bir forma gegen nétralize bakteri lizat1 14000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra elde edilen siipernatant “GeneJET spin column” kolonuna

aktarilmistir.
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e 14000 rpm’de 1 dk santrifiijden sonra flow-through materyal atilmistir.

e Kolonun iizerine 500 pl “Wash Solution” eklenip 14000 rpm’de tekrar 1 dk
santrifiijlendikten sonra flow-through materyal atilmistir. Yikama islemi iki
defa tekrarlanmistir. Geride “Wash Solution” kalmis olmasi ihtimaline karsi

kolon 14000 rpm’de tekrar 3 dk dondiirtilmustiir.

e Temiz bir 1,5 mI’lik eppendorf tiipe alinan kolonun {izerine 70°C’de 1s1tilmig
50 pl “Elution Buffer” eklenerek oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.

e 14000 rpm’de 2 dk santrifiij sonucu flow-through materyalde bulunan

plazmidlerin miktar1 ve kalitesi nano-drop spektrofotometre ile belirlenmistir.

3.2.1.3 NADP*-bagimh R132H Mutant ve normal IDH1 genlerinin ¢ogaltilmasi

icin primer tasarimi

ATGTCCAAAAAAATCAGTGGCGGTTCTGTGGTAGAGATGCAAGGAGATGAAATGAC
ACGAATCATTTGGGAATTGATTAAAGAGAAACTCATTTTTCCCTACGTGGAATTGGA
TCTACATAGCTATGATTTAGGCATAGAGAATCGTGATGCCACCAACGACCAAGTCAC
CAAGGATGCTGCAGAAGCTATAAAGAAGCATAATGTTGGCGTCAAATGTGCCACTAT
CACTCCTGATGAGAAGAGGGTTGAGGAGTTCAAGTTGAAACAAATGTGGAAATCAC
CAAATGGCACCATACGAAATATTCTGGGTGGCACGGTCTTCAGAGAAGCCATTATCT
GCAAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATAGGTCGTC
ATGCTTATGGGGATCAATACAGAGCAACTGATTTTGTTGTTCCTGGGCCTGGAAAAG
TAGAGATAACCTACACACCAAGTGACGGAACCCAAAAGGTGACATACCTGGTACAT
AACTTTGAAGAAGGTGGTGGTGTTGCCATGGGGATGTATAATCAAGATAAGTCAATT
GAAGATTTTGCACACAGTTCCTTCCAAATGGCTCTGTCTAAGGGTTGGCCTTTGTATC
TGAGCACCAAAAACACTATTCTGAAGAAATATGATGGGCGTTTTAAAGACATCTTTC
AGGAGATATATGACAAGCAGTACAAGTCCCAGTTTGAAGCTCAAAAGATCTGGTAT
GAGCATAGGCTCATCGACGACATGGTGGCCCAAGCTATGAAATCAGAGGGAGGCTT
CATCTGGGCCTGTAAAAACTATGATGGTGACGTGCAGTCGGACTCTGTGGCCCAAGG
GTATGGCTCTCTCGGCATGATGACCAGCGTGCTGGTTTGTCCAGATGGCAAGACAGT
AGAAGCAGAGGCTGCCCACGGGACTGTAACCCGTCACTACCGCATGTACCAGAAAG
GACAGGAGACGTCCACCAATCCCATTGCTTCCATTTTTGCCTGGACCAGAGGGTTAG
CCCACAGAGCAAAGCTTGATAACAATAAAGAGCTTGCCTTCTTTGCAAATGCTTTGG
AAGAAGTCTCTATTGAGACAATTGAGGCTGGCTTCATGACCAAGGACTTGGCTGCTT
GCATTAAAGGTTTACCCAATGTGCAACGTTCTGACTACTTGAATACATTTGAGTTCAT
GGATAAACTTGGAGAAAACTTGAAGATCAAACTAGCTCAGGCCAAACTT

Sekil 3.6: 1242 bp uzunlugunda NADP*-IDH genetik kodu.
NADP*-IDH genetik kodu Sekil 3.6 ‘da gosterilmistir. PCR asamasinda kullanilmak
tizere Primer3 programi kullanilarak Forward ve Revers primerler tasarlanmistir.
Dizinin 5’ ucuna “overhang” primer ile Xhol enzim tanima bolgesi ve KR aminoasit
dizileri eklenerek ‘a-mating factor’ ile inframe olmasi saglanmistir. 3’ ucuna EcoRl
enzim tanima bolgesi eklenmistir. Pimerler kullanim talimatina gére sulandirilmastir.

Forward ve reverse primerden kii¢iik hacimlerde 1:1 oraninda alinip ayri bir tiipte
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karistirtlmis ve PCR reaksiyonlarinda kullanilmak iizere -20°C dolapta saklanmustir.
R132H mutasyonu gen dizisinin orta kisimlarinda gerceklestigi i¢in mutant ve normal
IDHI gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in ayn1 primerler kullanilmistir.

IDH-1 gen dizisi igin Sentromer DNA Teknolojileri firmasindan satin alinan
primerler:

Forward-primer: TTGAATTCAGTGGCGGTTCTGTG

Revers-primer: AATCTAGAAGTTTGGCCTGAGCTAGTTTGA

Cogaltilarak pirifiye edilen DNA molekiilleri kalip olarak kullanilarak PCR ile
NADP*-bagimli normal ve R132H mutant form IDH1 geninin ¢ok sayida kopyasi elde
edilmistir. ‘Phusion Hot Start II High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisfer
Scientific, ABD) iriinii kullanilarak yazili talimatlarina uygun sekilde PCR
yapilmistir.

Gerekli bilesenler ince cidarli tiiplerde Tablo 3.4’de belirtilen miktarlarda iyice

karistirildiktan sonra Tablo 3.5 *de belirtilen sicaklik ve siirelerde amplifiye edilmistir.

Tablo 3.4: Normal ve R132H mutant IDH genomik DNA kalipli PCR karigim1

bilesenleri.
Bilesen Miktar
2X Phusion HS Il HF Master 100 ul
Mix
Forward ve Revers Primer 10 ul
Genomik DNA 3ul
dH20 87 ul
Toplam 200 pl

Tiim PCR hazirlik islemleri oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Phusion Flash PCR
Master Mix tipii kullanilmadan Once alt-ist karigtirilarak homojen olmasi

saglanmustir.

Tablo 3.5: Normal ve R132H mutant IDH genomik DNA kalipli PCR islemi

kosullari.
Basamaklar Sicaklik Siire Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 98 °C 30sn
Denatiirasyon 98 °C 7sn
30 dongii
Baglanma 66 °C 20 sn
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Tablo 3.5 (devami): Normal ve R132H mutant IDH genomik DNA kalipli PCR
islemi kosullari.

Basamaklar Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Uzama 72 °C 30 sn
Son uzama 72 °C 30 dk

PCR tamamlandiktan sonra hedef gen bolgesinin dogru bir sekilde cogalip
cogalmadigin1 gérmek icin agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Bunun igin %1 lik
agaroz jel 5 ul DNA markir1 ve 3 ul DNA yiikleme boyasi ile karistirilmis 10 ul PCR
tirtind yiiklenerek 150 mA, 110 V’de 20 dk yiiriitiilmiistiir. Sonrasinda jel goriintiilleme
sisteminde goriintiilenmistir (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa). Istenen bant
biyiikligi goriildiikten sonra jele yiiklenmeyen PCR iiriinii (-20 °C) dondurucuya
kaldirtlmistir.

3.2.1.4 Genetik kodun tasiyici vektore aktarimi

NADP*-bagimli normal ve R132H mutant IDH1 genetik materyallerinin ekspresyonu
icin; lineer halde homolog rekombinasyon ile kromozoma AOXI promotor
bolgesinden entegre olabilen pPICZa-A plazmidi kullanilmast planlanmistir. Bu
plazmidler icerdigi “a-mating factor” sekresyon sinyali sayesinde ekstraseliiler
tiretime olanak tanir. PCR {iriinleri olan normal ve R132H mutant IDH enzimlerine ait
genetik materyal ve pPICZa-A vektorii ECOR1 ve Xhol restriksiyon enzimleri ile
muamele edilmistir. Bu asamada 3 ayr1 mikrosantrifiij tiipiine Tablo 3.6’ da belirtilen

bilesenler eklenmistir.

Tablo 3.6: pPICZa-A vektorii ve PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesim

1slemi.

Bilesen Miktar
55(1:6 l~Lilirunu / pPICZa 50
EcoR1 Sul
Xhol 5l
DNA 30 pl
Buffer 10 pl
Toplam 100 pl
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Tablo 3.6 ‘da belirtilen miktarlarda pipetlenen tiiplerde 37°C’de 15 dk inkiibasyona

birakilmistir. Kesim islemi sonrasi elde edilen materyaller ‘Column-Pure™ PCR

Clean-up Kit (Lamda Biotech, ABD)’ protokoliinde kii¢iik degisiklikler uygulanarak

purifiye edilmistir:

80 ml etanol 20 ml dH20 ile karistirilarak yikama tamponu hazirlanmastir.

500 pl yikama tamponu il 100 pl PCR iiriinii spin kolonla ytiklenerek 10 000
rpm’de 1 dk mikrosantrifiij yapilmstir.

Flow-through materyal tekrar yiiklenerek 10 000 rpm’de 1 dk santrifiij
edilmisgtir.

Flow-through materyal atilarak 750ul yikama tamponu ile 14 000 rpm’de 1 dk
santriflij edilmistir.

Yikama tamponu kalintis1 kalmamasi i¢in flow-through materyal atilarak

tekrar 2 dk 14 000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Spin kolon yeni bir ependorf tiipe yerlestirilmistir. 40 ul eliisyon tamponu
yiiklenerek 1 dk oda sicakliginda beklenmis ve 14 000 rpm’de 1 dk santrifijj
edilmistir.

Flow-through materyal nano-drop spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga
boylarinda kontrol edilmistir.

Materyal depolanmak tizere (-20 °C) dondurucuya alinmistir.

Piirifikasyonun ardindan vektoriin kendi tlizerine kapanmamasi igin defosforilasyonu

5 ul alkalin fosfataz enzim ilavesi ile 37°C’de 10 dk inkiibe edilerek yapilmistir.

Fosfataz enzimi ile muamelenin ardindan yalnizca vektoriin oldugu tiip tekrar

piirifikasyon asamasindan gegirilmistir.

Ekspresyon plazmidi ve PCR iiriinlerinin ligasyonu

PICZa-A vektorii ve PCR firtinlerinin ligasyonu Rapid DNA Ligation Kit (Thermo

Scientific, ABD) ile Tablo 3.7¢de belirtilen miktarlar kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.7: PICZa-A vektorii ve normal ve R132H mutant NADP*- IDH1 PCR
iirlinlerinin ligasyonu.

Normal NADP*- R132H mutant

IDH PCR genetik NADP*-IDH (-) kontrol
materyali genetik materyali

g]lile,&t edilecek 25l 3.75 i i

Vektor Sul Sul Sul
T4 DNA ligaz 1 pl 1 pl 1 pl
Ligasyon tamponu 4 ul 4 ul 4 ul
dH20 7,5 ul 6,25 ul 10 ul
Toplam 20 pl 20 ul 20 ul

Belirtilen miktarlar tiiplere konduktan sonra tiipler vortekslenerek spin edilmistir. 22
°C ‘de 5 dk beklenerek transformasyonda kullanilmak iizere +4 °C buzdolabina

kaldirtlmistir.

3.2.1.5 E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicrelerine transformasyonu

Rekombinant pPICZa-A/IDH1 ve pPICZa-A/R132H-IDH1 vektorlerinin gogaltilmasi
icin E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicreleri kullanilmigtir. Transformasyon iglemi
TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
hiicreler kompetan hale getirilerek gergeklestirilmistir. Oncesinde 1.5 ml ampisilinli
LB broth besiyerine 5 pl E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicreleri steril kogullarda
inokiile edilerek karistiricili inkiibatorde 37°C, 150 rpm’de over-night inkiibasyona
birakilmistir. pPICZa-A plazmidinde marker gen olarak Zeocin (Invitrogen, ABD)
direng geni bulunmaktadir. Bu sebeple plazmidi iiretecek hiicrelerin ¢ogalmasi igin
hazirlanan LB-agar besiyerine antibiyotik maddenin protokoliinde 6nerilen miktarda

(25— 50 pg/ml) Zeocin eklenmistir. 10 ml LB besiyerine 10 pl Zeocin konulmustur.

Ertesi giin taze kiiltiirden 200’er pl alinarak igerisinde 1,5 ml C-medium (Kit bileseni)
bulunan bagka 2 ayr tiipe aktarilmistir. Karistiricili inkiibatérde 37°C, 250 rpm’de
yaklasik 3 saat bekletilerek bulaniklik olugsmasi beklenmistir. Kit igerisinde yer alan
T-solution (A) ve T-solution (B) soliisyonlar1 500 ul 1/1 oraninda karistirilarak buz
tistiine bekletilmistir. Bulaniklik olustugu gozlenen kiiltiir mayi 12 000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz1 dokiilerek olusan pellet iizerine 250 ul T soliisyonu

karigimi eklenmistir. Buz iizerinde 5 dk beklendikten sonra 12 000 rpm’de 1 dk
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santrifiij edilerek tist faz1 atilmistir. Pellet {izerine tekrar 150 pl T sollisyonu karigimi
eklenerek buz iizerinde 5 dk beklenmistir. 10 pl ligasyon karisimi (pPICZa-A/IDH1
veya pPICZa-A/IDH1-R132H), 70 ul T soliisyonlari ile bekletilmis hiicrelerden alinip
ayr1 bir tiipte karistirilarak buz iizerinde 5 dk bekletilmistir. Isitilmis Zeocinli LB agar
plaklara ekimi yapilarak 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmigtir. Olusan
kolonilerden alinan siiriintiiler 1 ml Zeocin i¢eren LB besiyeri igeren tiiplere inokiile
edilerek plazmid tiretimi yapan bakterilerin tiremesi saglanmistir. Normal ve R132H
mutant genetik materyalleri iceren pPICZa-A vektorlerinin ¢ogaltilmasi amaciyla 5
mikrosantrifiyj tiipiine farkli kolonilerden pPICZa-A/IDH1 (N1, N2, N3, Na, Ns), 5
mikrosantrifiij tiiptine ise farkli kolonilerden pPICZa-A/R132H-IDH1 (M1, M2, M3,
Ma, Ms) kolonileri konulmustur. Karistiricili inkiibatérde 37°C, 250 rpm’de yaklasik
3 saat bekletilerek bulaniklik olusmasi beklenmistir. 3 saatin sonunda Sapphire AMP
Fast PCR Master Mix (Takara, Japonya) kiti kullanilarak PCR yapilmistir. PCR iglemi
reaktif miktarlar1 ve kosullar1 Tablo 3.8 ve Tablo 3.9° da belirtilmistir.

Tablo 3.8: pPICZa-A/IDH1 ve pPICZa-A/IDH1-R132H vektorleri i¢in koloni PCR

miktarlari.
Bilesen Miktar
SapphireAmp Fast PCR Master Mix (2X Premix) 12,5 pl
Forward ve Revers Primer 1 ul
Genomik DNA 1 ul
dH.0 10,5 pl
Toplam 25 pul

Tablo 3.9: pPICZa-A/IDH1 ve pPICZa-A/IDH1-R132H vektorleri igin koloni PCR

kosullari.
Basamaklar Sicaklik Siire Dongii
Ik denatiirasyon 94 °C 1dk 1
Denatiirasyon 98 °C 7sn
Baglanma 66 °C 5sn 30 dongii
Uzama 72 °C 15 sn

PCR iiriinlerinin agaroz jele yiiklenmesi ve elektroforez uygulanmistir. %1°lik agaroz
jel 5 ul DNA markirt ve 3 pl DNA yiikleme boyasi ile karistirilmig 10 pl PCR {iriinii
yiiklenerek 170 mA, 110 V’de 20 dk yiiritiilmiistiir. Sonrasinda jel goriintiileme
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sisteminde goriintiilenmistir (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa). Bu agsamada hedef

bant olusumu gozlenen N1, N3, N5 ve M1, M2, M4, Ms kolonileri igeren tiiplerden dnce

100’er pl alinarak temiz bir mikrosantrifiij tiipiinde +4 °C‘ye kaldirilmistir.

Hedef iiriin olusumu gozlenen M1 ve Nz kolonilerinden biiyiik miktar (10 ml)

besiyerinde tiretimi gergeklestirilerek plazmid piirifikasyonu yapilmistir.

3.2.1.6 pPICZa-A/IDH1 ve pPICZo-A/IDH1-R132H plazmid piirifikasyonu

Bu islem i¢in Column Pure Plasmid Miniprep Kit (Lamda Biotech, ABD)

kullanilmistir. Yazili protokolde kiiclik degisiklikler uygulanarak asagidaki islemler

uygulanmustir:

Over-night birakilan bakteri kiiltiirleri santrifiij edilerek olusan pelletler 1.5 ml

lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.
100 pl soliisyon 1 eklenerek resiispende edilmistir.
1 pl visual lyse eklenmistir.

200 ul soliisyon 2 eklenerek nazik bir sekilde karistirilmistir. 1 dk beklenerek

mavi renk olusumu gozlenmistir.

350 pl solution 3 eklenerek nazik bir sekilde karigtirilmistir. 1 dk beklenerek

olusan mavi rengin beyaz pellete doniisiimii gdzlemlenmistir.
5 dk 14 000 rpm de santrifiij edilmistir.

Stipernatan spin kolona transfer edilerek 2 dk 1 dk santrifiij edilmis, Flow-

through materyal atilmistir.

750 ul yikama soliisyonu eklenerek 1 dk santrifiij edilmistir. Flow-through

materyal atilmistir. Bu basamak bir kez daha tekrarlanmistir.
Kalint1 yikama soliisyonu kalmamasi agisindan 1 dk ek santrifiij edilmistir.

Spin kolon temiz bir ependorfa oturtularak 50 pl eliisyon tamponu eklenmistir.

10 000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

Flow-through materyal UV-vis spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga
boylarinda kontrol edilmistir.

Materyal depolanmak {izere (-20 °C) dondurucuya alinmistir.
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3.2.1.7 pPICZo-A/IDH1 ve pPICZa-A/R132H-IDH1 vektorlerinin kontrol

edilmesi

Koloni PCR fiiriinleri olan pPICZa-A/IDH1 ve pPICZa-A/R132H-IDH1 vektorlerinin
Zeocin iceren selektif mediumda iiretilmesi, PCR ile iiretiminin dogrulanmasi dnceki
basamaklarda gergeklestirilmistir. Tekrar dogrulama amaciyla restriksiyon enzimleri
ile kesilerek agaroz jel elektroforezi yapilmistir.

Tablo 3.10: pPICZa-A/IDH1 ve pPICZa-A/R132H-IDHI vektorlerinin kesilmesi.

Bilesen Miktar
Tampon 2,5 ul
EcoRlI 1 ul
Xhol 1 pl
H20 10,5 pul
DNA 10 pl
Toplam 25 ul

Tablo 3.10 da belirtilen miktarlarda tirtin mikrosantrifiij tiiplerine konarak 37 °C’ de

10 dk thermal cycler da inkiibe edilmistir.

%1°lik agaroz jel 5 ul DNA markiri ve 3 pul DNA yiikleme boyasi ile karigtirilmis 10
pl PCR firiinii ytiklenerek 170 mA, 110 V’de 20 dk yiiriitiilmiistiir. Sonrasinda jel
goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (Vilbert Laurmart Fusion Fx5, Fransa).
Istenen bant biiyiikliikleri goriildiikten sonra jele yiiklenmeyen PCR iiriinii (-20 °C)

dondurucuya kaldirilmistir

3.2.1.8 pPICZao-A/IDH1 ve pPICZo-A/R132H-IDH1 vektorlerinin Pichia

Pastoris’e transformasyonu

Pichia Pastoris X-33 susuna Li-CI-PEG protokolii ile transformasyon
gerceklestirilmistir. Normalde Saccharomyces cerevisiae igin gelistirilmis bu teknik
kiiciik degisiklikler yapilarak yazili sekilde uygulanmigtir [108].

Pichia Pastoris hiicrelerinin iiretilmesi

-80 °C ‘de depolanan Pichia Pastoris hiicreleri steril falkon tiip i¢erisinde 10 ml YPD
broth s1v1 besiyerine 10 ul ekilerek 30 °C’ de agz1 agik sekilde 250 rpm’de inkiibasona
birakilmigtir. Bulaniklik olustugu goézlenen falkon tiip 10 000 rpm’de 5 dk
dondiiriilerek hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Olusan pellet YPD agar kati besiyerine

ekilmistir. 30 °C” de 96 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Falkon tiiplere 50’ser ml
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YPD broth besiyeri konarak plakalardan her bir tiipe 1 koloni gelecek sekilde inokiile
edilmigtir.  30°C sicaklik ve 250 rpm karnistirma kosullarindaki ¢alkalamali
inkiibatorde gece boyu bekletilmistir.

pPICZa-A/IDH1 ve pPICZo-A/R132H-IDH1 vektorlerinin transformasyona

uygun hale getirilmesi

Belirtilen protokoliine uygun kullanilan Sacl enzimi (Thermo Scientific, ABD) ile
kesilerek sirkiiler halden lineer hale gecen plazmidlerden DNA izolasyonu yapilmustir.
Bu amagla NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Almanya) Kiti
kullanilmistir. Protokoliinde yazili basamaklarda kiiglik degisiklikler yapilarak DNA

izolasyonu gerceklestirilmistir.

e 100 pL. PCR karisimi ve 200 pL NTI tamponu bir mikrosantrifiij tliplinde
karistirilarak DNA baglanmasi gerceklestirilmistir.

¢ Kit igerisinde bulunan spin kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine konarak NTI

tamponu + PCR karisimi kolona pipetlenmistir.
e 10 000 rpm’de 30 sn santrifiij edilerek flow-through materyal atilmistir.

e Kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinarak 100 pl eliisyon tamponu

konarak 1 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

e 10 000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilerek flow-through materyal

transformasyonda kullanilmak tizere +4 °C’de saklanmugtir.
Pichia pastoris hiicrelerinin kompetan hale getirilmesi

e 50 ml YPD agar besiyeri icerisinde Pichia hiicreleri 30 °C’de ODeoo 3 — 4

arasinda olacak sekilde inkiibe edilmistir.
e Hiicreler 8000 rpm de 10 dk santrifiij edilerek {ist faz1 atilmistir.
e 25 ml dH2O0 ile resiispende edilerek 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
e Ust faz atilarak pellet 1 ml 100 mM LiCl igerisinde ¢oziiliistiir.
e (ozelti temiz bir mikrosantrifiyj tiipiine aktarilmistir.
e Tiip maksimum hizda 15 sn santrifiij edilerek ¢okmesi saglanmustir.
e Ust faz pipetle dikkatli bir sekilde alinmistir.
e Pellet 400 pl 100 mM LiCl igerisinde ¢oziilmiistiir.

e Olusan cozelti 50 pl’lik hacimler olacak sekilde mikrosantrifiij tiiplerine

ayrilmistir
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e LiCl — hiicre karisimi bulunan tiipler santrifiij edilerek tst fazindaki LiCl

uzaklastirilmastir.
Transformasyon asamasi

e Her bir tiipe Tablo 3.11” de belirtilen bilesenler eklenerek yaklasik 1 dk karisim

homojen goriintii alincaya kadar kuvvetli bir sekilde vortekslenmistir.

Tablo 3.11: Transformasyon bilesenleri.

Bilesen Miktar
% 50’lik PEG-600 240 pl
1 M LiCl 36 ul
2 mg/ml tek zincirli DNA 25 ul
Plazmid 50 ul

e Tiipler 30 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

e 42 °C’de 25 dk bekletilerek 1s1-soku uygulanmuistir.

e 8000 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek iist faz1 dokiilmiistiir.

e Pelletler tekrar 1 ml YPD besiyerinde ¢oziilerek 30 °C’de 1 saatlik inkiibasyona
birakilmustir.

1 saatin sonunda 100 ‘er pl stok kiiltiir olarak -20 °C’ dolaba kaldirilmistir. Ayni
karisimdan 200 pg/mL Zeocin igeren YPD agar plakalara 25 ul ekimi yapilarak 96
saatlik 30 °C de inkiibasyona birakilmistir.

Transformasyon isleminin dogrulanmasi

Selektif besi yerinde g¢ogaltilan Pichia pastoris hiicrelerine pPICZa-A/IDH1 ve
pPICZa-A/R132H-1DH1 vektorlerinin girdiginin tekrar dogrulamak i¢in koloni PCR
yapilmustir. Bu dogrultuda maya genomik DNA eldesi i¢in hiicre duvarini pargalama
amaciyla Tablo 3.12” de belirtilen konsantrasyonda bilesenlerden olusan karisim maya

lizat tamponu olarak hazirlanmistir.

Tablo 3.12: Maya lizat tamponu bilesenleri.

Bilesen Konsantrasyon
Triton X-100 % 2

SDS %1

NaAc 0,2M

LiCl 200 mM
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Pichia Pastoris hiicrelerinin hiicre duvarimin parcalanmasi

Transformasyon yapilan maya hiicreleri zeosinli YPD agar petri kaplarina

inokiile edilerek 96 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

Olusan kolonilerden 1 ml YPD siv1 besiyerine ekim yapilarak kisa siireli (30

°C ‘de 24 saat) inkiibasyona birakilmistir.
24 saat sonunda tiipler santrifiij edilerek iist faz1 atilmistir.

Pelletler tizerine Tablo 3.12 de belirtilen tampondan 500 pl konarak

vortekslenmistir.

70 °C “de her 20 dk da bir vortekslenerek 1 saat bekletilmistir.

1 saatin sonunda tiiplere 1500 pl %96-100’lik etanol pipetlenmistir.

Tiipler 1-2 dk alt-iist edilerek karistirilmstir.

15 000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek iist fazlar dikkatli bir sekilde alinmistir.
Alkolii ugurarak kurutmak ig¢in 1sitict blokta 50 °C ‘de 10 dk bekletilmistir.
Tiiplere 100°er ul dH20 konarak pelletin ¢éziilmesi saglanmustir.
Vortekslenerek tiipler tekrar santrifiij edilerek pellet ¢oktiiriilmiistiir.

Ust fazdan 6nce UV-vis spektrofotometre ile DNA 6l¢iimii yapilmistir.

Phusion Hot Start 11 High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisfer Scientific,
ABD) iriinii kullanilarak Tablo 3.13 ve Tablo 3.14 ‘de yazili talimatlarina
uygun sekilde PCR yapilmugtir.

Tablo 3.13: Pichia pastoris koloni PCR bilesenleri.

Bilesen Miktar
2X Phusion HS Il HF Master Mix 10 pl
Forward ve Revers Primer 0,6 ul
Genomik DNA 2 ul
dH20 7,4 ul
Toplam 22 ul
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Tablo 3.14: Pichia pastoris koloni PCR kosullari.

Basamaklar Sicaklik Siire Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 95 °C 1 dk

Denatilirasyon 98 °C 7sn

Baglanma 66 °C 15 sn 35 dongii
Uzama 72 °C 40 sn

Son uzama 72 °C 30 dk

3.2.1.9 Protein Ekspresyonunun Indiiksiyonu

96 saatlik inkiibasyona birakilan rekombinant Pichia pastoris kolonilerinden zeocinli
agarda iireme gosteren kolonilerinde segilerek 3 ml YPD broth i¢inde iiremesi
saglanmistir. 250 rpm’de 30°C’de inkiibe edilen hiicreler 1 giin sonunda santrifiij ile
¢oktiiriilerek 50 ml YPD broth igerisine alinmistir. 30 °C’de ODsoo 3 — 4 arasinda
olacak sekilde hiicrelerin proliferasyonu saglanmustir. Istenen yogunluga ulasan
hiicreler 10 000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢cokmesi saglanmistir. Elde edilen pellet
50 ml BMGY agarda 1 giin boyunca 250 rpm’de 30 °C’de karigtiricili inkiibatorde
bekletilmistir. 1 giiniin sonunda 10 000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ¢okmesi
saglanmgtir. Ust fazi dokiilerek olusan pellet 50 ml BMMY agarda 72 saat boyunca
250 rpm’de 30 °C ’de inkiibe edilmistir. Her 24 saatte bir 500 pl metanol ilave
edilmistir. Metanol ilave edilmeden énce SDS-PAGE analizi i¢in kiiltiir ortamindan
500 pl alinarak +4 °C dolaba kaldirilmistir.

3.2.1.10 Uretilen enzimlerin stabilite testleri icin depo edilmesi

96 saatlik inkiibasyon sonrasi besiyerinde NADP*-bagimli IDH1 ve NADP*-bagimli
R132H mutant IDH1 enzimlerinin oldugu varsayilmistir. Kiiltiir mayi santrifiij
edilerek siipernatandan 1’er ml mikrosantrifiij tiiplerine ayrilmistir. 1/1 oranda
PBS/kiiltiir mayi, 1/1 oranda gliserol/kiiltiir mayi hacimlerde hazirlanan karigimlar
stabilite a¢isindan +4 °C ve — 20 °C dolapta muhafaza edilmek tizere kaldirilmistir. 10
ml kiiltiir mayi siipernatani liyofilizasyona tabi tutularak 1/10 oraninda konsantre
edilmigtir. Liyofilize edilmeyen kalan kiiltiir mayiden alinan 6rnekler +4 °C ve — 20

°C dolaba kaldirilmistir.

3.2.2 Rekombinant NAD*-bagimh enzimin iiretimi
3.2.2.1 Genetik kodun temini

Shewanella putrefaciens bakterisinde iteratiirde E.coli, Helicobacter pylori, Bacillus

subtilis ve Staphlococcus aureus mikroorganizmalarindan izole edilen IDH genetik
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dizileri PRK08997ile yiiksek oranda homoloji gdsteren bir bolge tespit edilmistir. Bu
bolgenin rekombinant olarak ekspresyonu sonucu NAD'-IDH enziminin iiretilecegi
distintilmustiir. NCBI reference sequence database ile tespit edilen S. Putrefaciens
DNA dizisi igerisinden IDH genetik kodunu ¢ogaltilmasi amaciyla Primer3 programi

kullanilarak uygun primerler dizayn edilmistir.
Forward primer: 5'-TACATATGTCAAAAAGAACGATAACCGTA- 3’
Reverse primer: 5'-TTCTCGAGACCATGCAGACG-3’

Primerler kullanim talimatina goére sulandirilmistir. Forward ve reverse primerden
kiicik hacimlerde 1:1 oraninda almip ayr1 bir tipte karistirilmig ve PCR
reaksiyonlarinda kullanilmak {izere - 20°C dolapta saklanmistir. 80 °C ‘de % 20
gliserol igerisinde muhafaza edilen S. putrefaciens hiicreleri ampisilin iceren LB
medium igerisinde 37°C ‘de 250 rpm ‘de 6 saat inkiibasyona birakilmistir. ‘Phusion
Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisfer Scientific, ABD) iiriinii
kullanilarak yazili talimatlarina uygun sekilde Tablo 3.15 ve Tablo 3.16 kosullarinda

PCR yapilmigtir.
Tablo 3.15: S. putrefaciens PCR bilesenleri.
Bilesen Miktar
2X Phusion HS Il HF Master Mix 10 ul
Forward ve Revers Primer 0,6 ul
Genomik DNA 2 ul
dH20 7,4 ul
Toplam 22 ul
Tablo 3.16: S. putrefaciens PCR kosullari.
Basamaklar Sicaklik Siire Dongii Sayist
[k denatiirasyon 98 °C 30 sn
Denatiirasyon 98 °C 5sn
Baglanma 68 °C 20 sn 35 dongi
Uzama 72 °C 60 sn
Son uzama 72 °C 5 dk

Elde edilen PCR fiiriinliniin 1248 bp uzunlugunda oldugu % 1’lik agaroz jel

elektroforezi ile dogrulanmaistir.
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3.2.2.2 NAD*-bagimh IDH genetik kodunun pET-28b(+) vektoriine aktarilmasi
Ekspresyon vektorii olarak kullanilacak olan pET-28b(+) vektorii Ndel ve Xhol

restriikksiyon enzimleri ile 37 °C de 10 dk bekletilmistir.

Tablo 3.17: Ekspresyon plazmidi ve PCR iirtinlerinin restriksiyon enzimleri ile
kesim islemi.

Bilesen Miktar
280 vektora SO H
Ndel Sul
Xhol 5ul
DNA 30 ul
Buffer 10 ul
Toplam 100 pl

PET-28b(+) vektorii ve PCR iiriinlerinin ligasyonu Rapid DNA Ligation Kit (Thermo
Scientific, ABD) ile Tablo 3.18¢de Belirtilen miktarlar tiiplere konduktan sonra tiipler
vortekslenerek spin edilmistir. 22 °C ‘de 5 dk beklenerek transformasyonda

kullanilmak tizere +4 °C buzdolabina kaldirilmistir.

Tablo 3.18: PCR fiiriinii / pET-28b(+) vektorii ligasyon islemi bilesenleri.

Normal IDHPCR ~ R+32H mutant

genetik materyali I[r)nl_::lt?e(reyr/]:;[ iik () kontrol
I[g;e:\t edilecek 2.5l 3.75 ul i
Vektor S5ul Sul Sul
T4 DNA ligaz 1 pl 1 pl 1 pl
Ligasyon tamponu 4 ul 4 ul 4 ul
dH20 7,5 ul 6,25 pl 10 pl
Toplam 20 pul 20 ul 20 ul

PCR iiriiniiniin vektore klonlanmasi asamalarinda baz dizilerinde olabilecek ve
eksprese edilecek proteinin aktivitesini etkileyebilecek mutasyonlar1 belirlemek
amaciyla dizi analizi gerceklestirilmistir. PCR iirliniinii alarak rekombinant olan pET-
28b(+) vektori BM Laboratuvar Sistemleri (Ankara) firmasma dizi analizine

gonderilmis ve ligasyon ve PCR islemlerinin dogrulamasi yapilmistir.
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3.2.2.3 Rekombinant pET28b/SpIDH plazmidinin cogaltilmasi

Rekombinant pET28a-SpIDH vektorlerinin ¢ogaltilmasi i¢in E. coli One Shot®
Mach1™-T1R hiicreleri kullanilmistir. Transformasyon islemi TransformAid
Bacterial Transformation Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile hiicreler kompetan
hale getirilerek gergeklestirilmistir. Oncesinde 1.5 ml 100 pg/ml ampisilin, 25 pg/ml
kloramfenikol LB broth besiyerine 5 ul E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicreleri
steril kosullarda inokiile edilerek karistiricili inkiibatorde 37°C, 150 rpm’de over-night

inkiibasyona birakilmustir.

Ertesi giin taze kiiltiirden 200’er pl alinarak igerisinde 1,5 ml kit bileseni olan C-
medium bulunan bagka tiipe aktarilmistir. Karistiricili inkiibatérde 37°C, 250 rpm’de
yaklagik 3 saat bekletilerek bulaniklik olusmas1 beklenmistir. Kit icerisinde yer alan
T-solution (A) ve T-solution (B) soliisyonlar1 500 ul 1/1 oraninda karigtirilarak buz
istiine bekletilmistir. Bulaniklik olustugu goézlenen kiiltiir mayi 12 000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz1 dokiilerek olusan pellet iizerine 250 pl T soliisyonu
karigimi eklenmistir. Buz iizerinde 5 dk beklendikten sonra 12 000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilerek iist faz1 atilmistir. Pellet iizerine tekrar 150 pl T soliisyonu karigimi
eklenerek buz tizerinde 5 dk beklenmistir. 10 pl ligasyon karisimi (pET28a-SpIDH),
70 ul T soliisyonlar1 ile bekletilmis hiicrelerden alinip ayr1 bir tiipte karistirilarak buz
tizerinde 5 dk bekletilmistir. Isitilmis ampisilin ve kloramfenikollii LB agar plaklara
ekimi yapilarak 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Olusan kolonilerden
alinan siiriintiiler 1 ml ampisilin ve kloramfenikol igeren LB besiyeri igeren tiiplere
inokiile edilerek plazmid iiretimi yapan bakterilerin iiremesi saglanmistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda kiiltiir medyumundan Column Pure Plasmid Miniprep Kit
(Lamda Biotech, ABD) kullanilarak plazmit piirifikasyonu gergeklestirilmistir. Yazili
protokolde kiiciik degisiklikler uygulanarak asagidaki islemler uygulanmstir:

e Over-night birakilan bakteri kiiltiirleri santrifiij edilerek olusan pelletler 1.5 ml

lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.
e 100 pl soliisyon 1 eklenerek tekrar ¢ozdiiriilmiistiir.
e 1 pl visual lyse eklenmistir.

e 200 pl soliisyon 2 eklenerek yavasga karistirilmistir. Mavi renk olusumu

gozlenene kadar beklenmistir (1dk).
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e 350 pl soliisyon 3 eklenerek nazik bir sekilde karistirilmistir. 1 dk beklenerek

olusan mavi rengin beyaz pellete dontisiimii gézlemlenmistir.
e 5dk 14 000 rpm de santrifiij edilmistir.

e Siipernatan spin kolona transfer edilerek 2 dk santrifiij edilmis, flow-through

materyal atilmistir.

e 750 ul yikama soliisyonu eklenerek 1 dk santrifiij edilmistir. Flow-through

materyal atilmistir. Bu basamak bir kez daha tekrarlanmistir.
e Soliisyon kalmamasi agisindan 1 dk daha dondiirimiistir.

e Spin kolon temiz bir ependorfa oturtularak 50 ul eliisyon tamponu eklenmistir.

10 000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

e Flow-through materyal nano drop spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga
boylarinda kontrol edilmistir.

e Materyal depolanmak iizere (-20 °C) dondurucuya alinmistir.

3.2.2.4 Rekombinant pET28b/ NAD*-SpIDH plazmidinin ekspresyon konagina

aktarilmasi

Rekombinant pET28b/NAD*-SpIDH  vektoriiniin  ekspresyon konagi olarak
kullanilacak E. coli One Shot® BL21 (DE3) hiicrelerine transformasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amagla “TransformAid Bacterial Transformation Kit (Thermo
Fisher Scientific, #K2710)” kullanilmistir. E. coli One Shot® Machl™-T1R
hiicrelerinin transformasyonu i¢in yapilan tiim islemler E. coli One Shot® BL21 (DE3)
hiicreleri i¢inde tekrarlanmistir. Segici besiyeri olan 100 pg/ml ampisilin, 25 pg/ml
kloramfenikol LB agar plaklara ekimi gergeklestirilen bakteriler 37°C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kolonilerden segilerek 1.5 ml’lik
ampisilinli ve kloramfenikollii LB broth besiyerine ekilmis, inkiibatorlii ¢calkalayicida
37°C, 250 rpm’de yaklasik 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Bulaniklik g6zlendiginde
kiiltiirden 100 pl alinip iizerine %50 gliserol icerisinde daha sonra kullanilmak tizere -
80°C dolaba kaldirilmustir.

Taze kiiltiirii yapilan hiicreler yiiksek miktarda iiretebilmek i¢in 50 ml’lik ampisilinli
ve kloramfenikollii LB broth besiyerinde inkiibe edilmistir. Olusan kiiltiirden 1/100
oraninda 250 ml antibiyotiksiz LB broth besiyerine inokiile edilerek inkiibatorlii
calkalayicida 37°C, 250 rpm’de yaklasik 3 saat inkiibe edilmistir. Spektrofotometre ile

Olciilen ODegoo 0.5 olarak 6l¢iildiiglinde kiiltiir mayiden 1 ml numune alinarak 12000
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rpm’de 5 dk santrifiij edilerek pelletleri SDS-PAGE analizi i¢in -20 °C ye
kaldirilmistir. Kalan kiiltiir mayisine protein ekspresyonunu indiikleme amaciyla 0.7
mM IPTG eklenerek 37°C, 250 rpm’de 3 saat inkiibe edilmistir. 1. saat ve 3. saatlerde
alinan 1 ml olarak alinan 6rnekler 12000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek pelletleri SDS-
PAGE analizi i¢in -20 °C ye kaldirilmistir.

3.2.2.5 Klonlanan NAD*-SpIDH enziminin piirifikasyonu

Biiyiik miktarda tiretilen hiicreler 50 ml’lik falkon tiiplere ayrilarak 14 000 rpm 10 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatan atilarak olusan pellet {izerinde 2 ml Tablo 3.19 ‘da
belirtilen lizis tamponu eklenerek pipetleme ve vorteksle homojenize edilmis,

peletlerin tamamen ¢ozdiiriilmesi ile tiim lizatlar tek bir falkonda toplanmustir.

Tablo 3.19: E. coli hiicreleri lizis tamponu bilesenleri.

Lizis Tamponu
250 mM NaCl
1 mg/ml DNaz |
100 mM Tris—HCI pH 8.0

%96 gii¢, 15 sn puls, 15 sn ara, 4 dongii ile buz tlizerinde sonikasyona tabi tutulan
materyal tekrar 10 000 rpm ‘de 25 dk santrifiij edilerek {ist faz1 ayrilmistir. Stipernatan
materyal “Ni-NTA Fast Start Kit (Qiagen, USA)” kullanilarak yazili protokoliine
uygun bir sekilde piirifikasyona tabi tutulmustur. 0.45 um’lik filtreden gegirilerek
temiz bir falkon tiipte toplanmistir. Ornegin {izerine kit igeriginde bulunan 10 ml
“Native Lysis Buffer” eklenmis ve ardindan tekrar filtreden gecirilmistir. Hiicre lizati
kit icerisinde bulunan kolon tiiplerinden vakum ile aktarimi gergeklestirilmistir.
Kolon, 4 ml “Native Wash Buffer” ile iki defa yikanmigstir. His-etiketli NAD*-SpIDH
proteini, 2 ml “Native Elution Buffer” ile baglanmis oldugu kolondan ayrilmistir. Elde
edilen saf 2 ml NAD*-SpIDH proteini igeren ¢ozeltiden 100 ul SDS-PAGE igin
ayrilmigtir. Kalan ¢d6zeltiden benzetonyum klorit ¢oktiirme yontemiyle Abbott
Architech C8000 cihazi iizerinde “Abbott Architect Urine/CSF Protein (7D79-21)”

kiti kullanilarak yazili protokoliine uygun sekilde protein miktar tayini yapilmistir.
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3.2.2.6 Uretilen enzimin stabilite testleri icin depo edilmesi

100 pl ‘si SDS-PAGE analizi igin ayrilan piirifikasyon materyalinden 1300 pl %50
gliserol igerisine, 500 pul % 50 PBS igerisine 100 pl saf haliyle - 20°C dolaba
kaldirilmastir.

3.2.2.7 SDS-PAGE analizi

SDS-PAGE analizi i¢in %10’luk ayirma (separating) jeli ve %5’lik yiikleme (stacking)
jeli Tablo 3.20 de belirtilen miktarlarda hazirlanmastir.

Tablo 3.20: SDS-PAGE analizi i¢in hazirlanan jellerin igerigi.

Ayirma jelinde bulunan  Yiikleme jelinde bulunan

Bilesen miktar (ml) miktar (ml)

% 30 poliakrilamid 1.3 3.3
IMTrisT (pH 8.8) 2.5 -

IMTrisT (pH 6.8) - 2.5

% 10 SDS 0.1 0.1

dH20 4.1 6.1

% 10 APS 0.1 0.1

TEMED 0.01 0.01
Toplam 20 4

NAD* ve NADP*-bagimli IDH enzimlerini ekspresyonu yaptiklarini dogrulama
amaciyla BMMY medyum ile indiiklenen Pichia pastoris X33 maya hiicrelerinin
giinliik alinan, IPTG ile indiiklenen E. coli One Shot® BL21 (DE3) hiicre kiiltiiriinden
ise saatlik alinan 6rnekler poliakrilamid jel tizerindeki kuyucuklara ytiklenmistir. 100
ul 6rnek, 100 pl vortkeslenerek karigtirilmistir. . Protein markirindan 20 pl, 2X
Laemmli buffer 20 ul vortekslenerek karistirilmistir. Ornekler ve markir 1sitict blok
tizerinde bulunan kaynatilmis suyun oldugu bir kapta 5 dk, hemen ardindan buz
listiinde de 5 dk inkiibe edilerek jele yiiklemek igin hazir hale getirilmistir. Ornekler
ve markor 20 ul olarak jel iizerindeki kuyucuklara yiiklendikten sonra elektroforez
tanki 1X SDS-PAGE yiiriitme tampon ¢ozeltisi ile doldurularak 120 mA, 150 V’de 1
saat yurltiilmistiir. Elektroforez bittikten sonra cam kasetlerden ¢ikarilan jel ile jelin
tizerini kaplayacak miktarda eklenen Coomassie blue boyama ¢ozeltisi ¢alkalayici
tizerinde 50 rpm’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan boyama ¢ozeltisi dokiilerek
jelin {izerine ylizeyini kaplayacak miktarda boya giderici (destaining) ¢6zelti eklenmis

ve 50 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.2.8 Rekombinant iiretilen NAD'-SpIDH, NADP*-bagimh normal ve
NADP*-bagimh R132H mutant IDH enzimlerinin aktivite ¢alismalar:

Bir enzimin maksimum aktiviteyi gostermesi i¢in saglanmasi gereken bir takim
kosullar vardir. Enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, pH, sicaklik, 1sik,
iriin  konsantrasyonu, Kofaktor ve koenzimlerin konsantrasyonu, modiilatér ve
inhibitorlerin konsantrasyonu, iyonik denge gibi bir takim parametreler enzimin

maksimum aktivite gostermesi i¢in optimize edilmelidir.

Enzimin aktivitesini tanimlayan farkli terimler bulunur:

« Katalitik aktivite: Bir tek enzim molekiilii tarafindan birim zamanda (saniye)
iirline dontistiiriilen substrat molekiilii sayisina, enzime ait donilisiim say1s1
(veya molar katalitik aktivite) denir ve kisaca Kcat sembolii ile gosterilir
[109].

* International Unit ( IU): En ¢ok kullanilan enzim aktivitesi birimi [U’dir. 1
dakikada 1 umol substratin tiriine doniisiimiinii katalize eden enzim miktarini
ifade eder.

+ Katal: Enzim aktivitesi, bazen de katal olarak ifade edilmektedir. 1 katal
enzim aktivitesi, optimal kosullarda, 1 saniyede 1 mol substratin iiriine

doniistimiinii katalize eden enzim miktarini ifade eder.

» Spesifik aktivite: Enzim aktivitesi, spesifik aktivite olarak da ifade edilir.

Spesifik aktivite mg protein basina diisen enzim aktivitesidir[110].
Enzim aktivitesini etkileyen faktorler:

1. Enzim konsantrasyonu: Enzim ile gergeklesen bir reaksiyon ortaminda substrat
konsantrasyonunun yeterli oldugu varsayilarak tepkime hizinin enzim

konsantrasyonu ile dogru orantili olarak arttig1 bilinmektedir (Sekil 3.7).

A%

0 [E]

Sekil 3.7: Enzim konsantrasyonu — reaksiyon hizi iligkisi.
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2. Substrat konsantrasyonu: Bir reaksiyon ortaminda enzim molekiillerinin
hepsinin substrat ile doymus halde bulundugu noktada tepkimenin hizinin
maksimum oldugu bilinmektedir. Bu esnada ortamdaki tiim enzimler enzim-
substrat (ES) kompleksi olusturarak hizi maksimuma ¢ikarir (Vmax). Bu
noktadan sonra hiz substrat konsantrasyonundan etkilenmez. Reaksiyonun
dengeye ulagmasi enzimin biitiin bolgelerinin substratla doydugunu ifade eder
ve bu noktadaki hiza maksimum hiz, yani (Vmax) denir. Enzimin substrat
konsantrasyonuna kars1 gosterdigi bu davranisin matematiksel analizine ise
Michaelis-Menten kinetigi denir (Sekil 3.8). Hiz - substrat konsantrasyon

grafigi sekilde gosterildigi gibidir:

/_ Vinax
T Vmax
Reaksiyon
hiz
(Vo)
Vmax/2 e

!/KM

Substrat konsantrasyonu [S] —

Sekil 3.8: Michaelis-Menten egrisi.

Enzimler genellikle Michaelis-Menten kinetigi gosterir. Reaksiyon hizinin (Vo)

substrat konsantrasyonuna [S] kars1 hiperbolik bir grafik ortaya ¢ikar.

Michaelis-Menten Denklemi (3.1), reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile

nasil degistigini gosterir:

_ Vmax * [5]
Vo= K+ [S] (3.1)

Reaksiyon hizinin en yiiksek oldugu Vmax 1n yarisindaki substrat konsantrasyonu
Kwm degerini verir. Bu deger enzime ve ilgili substrata spesifiktir ve o enzimin
substrata olan ilgisini gosterir. Km enzim konsantrasyonu ile degismez ve enzimin
ne kadar hizli aktivite gosterebilecegini ifade eder. Sayisal olarak kii¢iik K,
enzimin substratina karsi ilgisinin yiiksek oldugunu; yiiksek Kwm, enzimin

substratina kars1 olan ilginin diigiik oldugunu gosterir.
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Michaelis-Menten grafiginde egrinin iist sinirin1 tahmin etmek zor oldugu igin
yanlis yorumlanabilir. Bu yiizden veriler reaksiyon hizinin {ist simirini
matematiksel olarak hesaplayan Michaelis-Menten egrisine uyan bir bilgisayar
programi ile analiz edilir. Ardindan bu veriler lineer olarak ifade edilebilecek bir
hesaplama yontemi olan Lineweaver—Burk grafigine doniistiiriiliir. Lineweaver-

Burk denklemine gore:

o G (3.2)

Vo Vmax/ [S] ~ Vmax
Substrat konsantrasyonuna [SS karsit enzim hizi (Vo) oranina gore ¢izilen bu
grafikte egimi ve kesisimleri Km ve Vmax degerlerini veren bir dogru elde edilir
(Sekil 3.9). Cizilen noktalar sekildeki noktalara karsilik gelir.

Sekil 3.9: Lineweaver—Burk Egrisi.

3. Isi: Reaksiyon hizi maksimum hiza 1s1 ile dogru orantili olarak arttigi
bilinmektedir. Is1 reaksiyona giren bilesenlerin kinetik enerjilerinde artmaya ve
dolayisiyla da serbest aktivasyon enerjisine kolay erigsmelerine yardim eder

(Sekil 3.10).

56



Optimum Sicakhk

100 !

v Enzimin 1st ile
EZ inaktivasyonu
53
ET
%<

= E
32 g
o

o i

10 20 30, 40 50 60 !

0 Sicakiik (C) 70

Sekil 3.10: Enzim aktivitesi — 1s1 iligkisi.

4. pH: pH enzimin ve substratlarin iyonizasyon hallerinde farkliliga yol agarak
veya enzimin aktif bolge yiikiinii degistirerek enzim aktivitesini degisiklige
sebep olur.

Bu esitliklere gore rekombinant tiretilen NAD*- SpIDH ve NADP*-IDH1 ve NADP™-
R132H IDH1 enzimlerinin Vmax Ve Km degerleri hesaplamalar1 Lineweaver-Burk

denklemi ile yapilmistir.

Basamak 3.2.1.9 ‘da gergeklestirilen 96 saatlik inkiibasyon sonrasi NADP*-IDH1 ve
NADP*-R132H IDH1 enzimlerinin bulundugu hiicre kiiltiir siipernatanindan alinan

ornekler ve 3.2.2.5 de gerceklestirilen piirifikasyon materyali ile ¢alisiimistir.

Spektrofotometrik ~ Ol¢iimlerde Lambert-Beer yasasina gore konsantrasyon

hesaplamasi yapilabilir. Bu formiil:
A = ¢ed.c (3.3)

olarak gosterilir. "A" absorbansi ifade eder ve birimi yoktur. "¢" molar absorbsiyonu
katsayis1 anlamina gelmektedir. Birimi L.mol™.cm-! olan bu deger her molekiil igin
spesifik ve sabittir. NAD(P)H molekiiliiniin 'nin molar emiciligi 6.22 x 10° L.M..s?
'dir. "d", kiivetin uzunlugudur ve santimetre cinsinden ifade edilir. Numunenin
konsantrasyonu anlamma gelen "c" bileseninin birimi mol.L™* dir. IDH1 enzimi
aktivitesi sonucu NAD(P)"’nin NAD(P)H’ ye rediiksiyonu gergeklesir. NAD(P)H' nin
340 nm'de absorbansiyon gdstermesi sebebiyle NAD(P)H konsantrasyonu
hesaplanabilir. NAD(P)H’nin ortamdaki substrat ile ters orantili olarak artis
gostermesinden yola c¢ikarak enzimin hizi ve substratina ilgisini ifade eden K

degerleri belirlenebilir [111].
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Bu ¢alismada, kinetik 6l¢iimler i¢cin numuneler hazirlanirken, etkisi gozlenmek istenen
bilesen (reaksiyonun substrati olan izositrat veya kofaktor NADPH) son bilesen olarak
ortama eklenmistir. 96 kuyucuklu platelere pipetlenen 6rnekler mikroplak okuyucuda
okutulmustur. Absorbanslar 9 dk boyunca 3 dk araliklarla olacak sekilde 340 nm'de
Ol¢iilmiistiir. Daha sonra, AAbsorbans / dakikanin mutlak degerleri kullanilarak
kinetik okuma formiiliine goére denklem 3.4 kullanilarak hesaplamalar yapilmistir:

AA/ 1 XT.V.(m1)x10°
& Xd XN.V.(ml)

Vo(IU) = (3.4)

¢ (ekstinsiyon katsay1s1): NADPH molekiiliiniin molar absorbsiyon katsayisi olan 6.22
x 10° L.M. 1.5 degeri kullanilmustir.

d: 151k yolu olarak 1 cm kullanilmustir.
10°: sonucu ‘mikromol /dk/L’ olan sonucu U/L ye ¢evirme katsayisidir .

Optimum pH ve sicakligin pH = 8 ve 37 °C oldugu belirlenmistir. Bu sebeple tampon
¢oOzeltisi olarak pH = pKa (8.1) Tris tamponu kullanilmistir.

NADP*-bagimli IDH enzim kinetigi ¢alismalari tablo 3.21 de 6zetlenmistir.

Tablo 3.21: NADP*-bagimli IDH enzim kinetigi i¢in farkli konsantrasyonlarda
substrat ile hazirlanan reaksiyon ortamlart.

Belirlenen izositrat NADP
konsantrasyonlar1  konsantrasyonu Tampon Sicaklik Kiiltiir mayi
(mM) (mM)
pH=8.10,1M
1, 10, 25, 50, 100 0,5 22 °C 3ul

Tris T. (165 pl)

NADP*-bagimli R132H mutant IDH1 enzim kinetigi ¢aligmalar1 tablo 3.22 de

Ozetlenmistir.
a — ketoglutarat + NADPH + H* — 2 — hidroksiglutarat + NADP*

Bu enzim aktivitesi tayininde NADPH+H molekiiliiniin tiikketimi gergeklesmektedir.

Bu sebeple enzim kinetigi rate-down okuma yapilarak hesaplanmistir.
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Tablo 3.22: NADP*-bagimhi R132H mutant IDH1 enzim kinetigi i¢in farkli
konsantrasyonlarda substrat ile hazirlanan reaksiyon ortamlari.

Belirlenen a-

ketoglutarat NADPH~+H
konsantgrasyonlarl konsantrasyonu Tampon Sicaklik Kiiltiir mayi
(mM) (mM)
2.4,8,16, 32, 64 1 PH=8101M ;o 15l

Tris T. (200 pl)

Koenzim olarak NAD* kullanan rekombinant NAD*-bagimli IDH enziminin kinetik

caligmalari i¢in kullanilan reaktif bilesenleri tablo 3.23° de gosterilmistir.

Tablo 3.23: NAD"-bagimli IDH enzim kinetigi igin farkli konsantrasyonlarda
substrat ile hazirlanan reaksiyon ortamlari.

Belirlenen izositrat NAD* Piirifikasvon

konsantrasyonlar1  konsantrasyonu Tampon Sicaklik lrln ater ayl i
(mM) (mM) ’

1,10, 25, 50, 100 1 R S-1 S, 22 °C 3ul

Tris T. (250 pl)

3.2.3 Metot gelistirme

I.  Manuel spektrofotometrede IDH enzim aktivitesi 6l¢iimil i¢in en uygun dalga
boyu standart ¢ozeltiler kullanilarak belirlenmistir.
Il.  Reaksiyonun optimum gerceklestigi tampon ortamlar1 ve pH araliklari
belirlenmistir.
I11.  Reaksiyon giicii ve absorbans degerini artiran, iyonik giicii etkileyen
kimyasallar ¢alisilmis ve farkli konsantrasyonlarda etkileri gozlemlenmistir.
IV. Interferense sebep olan maddelerin belirlenerek intereferenslerin ortadan
kalkmasini saglayan surfaktanlar ve bunlarin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
V.  Rutin biyokimya laboratuvarlarinda siirekli sonu¢ vermeye uygun fotometrik
IDH o6l¢limii i¢in oto-analizor iizerinde kullanilacak reaktif ve numune
miktarlar ¢alisilmistir.
VI.  Metodun serum ornekleri iizerinde optimizasyonu ve Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards Institute- CLSI)
kilavuzlarinda belirlenen standartlara uygun performans degerlendirmeleri

gerceklestirilmistir.
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Maksimum aktivite alman reaksiyon ortamindaki kosullar saglanarak serum IDH
enzim aktivite Ol¢liimiine yonelik caligmalara baslanmistir. Bu dogrultuda ilk olarak
cam tlipe 1 ml reaktif konarak icerisine serum damlatilmis, ¢iplak gozle tiirbidite

varlig1 degerlendirilmistir.

3.2.3.1 Enzimatik metodun prensibi

NADP*-bagimli izositrat dehidrogenazenzimi yazili reaksiyonu katalizler:
Izositrat + NADP* — a — ketoglutarat + NADPH + H + CO,

Aciga cikan NADPH+H 340 nm’de absorbans vererek enzim aktivite Ol¢limiine
olanak tanir. Bu amagla rekombinant tiretimi gerceklestirilen normal IDH1 enziminin

aktivitesinin 6l¢iimii gerceklestirilecegi diisiiniilmiistiir.

NADP*-bagimli IDH1 enzimi hiicrede sitozoliinde aktivite gosterir. Hiicre sitozoliiniin
fizyolojik pH’s1 7.0 ila 7.4 arasinda degisiklik gosterir. Fizyolojik kosullar1 taklit
edebilmek amaciyla reaksiyon ortami i¢in kullanilacak tampon ¢ozeltiler bu aralikta

hazirlanmustir.

Metot gelistirme bashig: altindaki III. ve IV. basamakta hazirlanan tamponlar Tablo
3.24 de 6zetlenmistir. Reaktifler i¢erisinde kullanilan bilesenleri kullanim amaglartyla

Tablo 3.25’de gosterilmistir.

Tablo 3.24: Enzim aktivite tayininde kullanilan tamponlar.

Kullanilan Asit bilesen Eslenik baz pH - Konsantrasyon
tampon araligi
Sodyum
Fosfat Sodyum fosfat dihidrojen
tamponu  NapHPO4 fosfat 6-8 01-02
NaH2PO4
Asetat Asetik asit Sodyum asetat 7.8 01-02
tamponu  CH3COOH CH3COONa ' ’
Tris Tris hidroklorid Tris base 7.8 0.05_02
tamponu  NH2C(CH20H)3.HClI NH2C(CH20H)3 ’ ’
. o Trisodyum
oret - Stkastt sitrat 6-8 00502
P o7 CeHsNazO7

60



Tablo 3.25: Deneylerde kullanilan reaksiyon bilesenleri ve kullanim amaci.

Bilesen Kullanim amaci

Izositrat Reaksiyonda normal tip IDH-1 enziminin substrati
NADP B-Nikotinamid

adenine diniikleotid Normal tip IDH-1 enziminin kofaktorii

fosfat hidrat (NADP™)

NADPH+H R132H mutant IDH-1 enziminin kofaktori

Adenozin 5'-difosfat

Enzim aktivasyonunu artirma
sodyum tuzu (ADP)

a-ketoglutarik asit R132H mutant IDH-1 enziminin substrati

NaCl Fizyolojik serum kosullarini saglamak, iyonik giicii
dengelemek

MgSO4 Enzim kofaktori

MgCl> Enzim kofaktorii

MnCl» Enzim kofaktorii

MnSo4 Enzim kofaktorii

Sodyum siilfat . i ‘ .

(N&sSO) Iyonik giicli dengeleyerek enzim aktivitesini artirma

Potasym kloriir (KCI) Iyonik giicii dengeleyerek enzim aktivitesini artirma

Kalsiyum klortir Enzim kofaktorii ve iyonik giicii dengeleyerek enzim

(CaCly) aktivitesini artirma

Proclin Kitin stabilitesini artirma — koruyucu

Sodyum azid (NaNs) Kitin stabilitesini artirma — koruyucu

Potasym klortir (KCI) Iyonik giicii dengeleyerek enzim aktivitesini artirma

3.2.3.2 NADP*-bagimh normal IDH1 enzim aktivitesi 6l¢iim metodu gelistirme

calismalan

NADP*-bagimh normal IDH1 enzim aktivitesi o6l¢iimii icin manuel
spektrofotometre calismalari

[k olarak tris tamponu igerisinde hazirlanan 0.1 M’ ik NADPH+H c¢ozeltisi ile
spektrum taramasi yapilmistir. NADPH+H molekiiliiniin 340 nm’de maksimum
absorbans gosterdigi teyit edilmistir. Numune ve reaktifler 1 cm uzunlugundaki

kuvartz kiivetlere pipetlenmistir. Cihaza yerlestirilir yerlestirilmez cihazda ‘auto-zero’
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islemi uygulanmistir. Reaktif-numune karisimlarindan 10 dk boyunca dakikalik
absorbans degisimi takip edilmistir. Numune olarak rekombinant iiretilen NADP™-
bagimli IDH enzimi i¢in P. pastoris liyofilize kiiltiir mayi kullanilmustir.

Uygun tampon ortaminin belirlenmesi

8 mM izositrat, 5 mM CaCl; ve 2 mM NADP" olacak sekilde pH=7 50 - 200 mM
fosfat. asetat, tris ve sitrat tamponlar1 hazirlanmistir. Her bir tampon ortaminda

rekombinant enzimin aktivitesi degrlendirilmistir.
Belirlenen tampon ortaminin optimize edilmesi

6.5 — 8.8 arasinda 50 mM ve 100 mM Tris tamponlart hazirlanarak en uygun tampon

ortami belirlenmistir.
Uygun substrat konsantrasyonunun belirlenmesi

pH 8.1 100 mM Tris tamponu igerisinde 5 mM CaClz, 2 mM NADP*NADP*-ve 0.5,
1,2, 4,8, 10, 12 ve 16 mM izositrat konsantrasyonlarinda hazirlanan reaktifler ile 800

ul reaktif, 100 pl numune miktarlari ile calisilmistir.
Uygun NADP* konsantrasyonunun belirlenmesi

100 mM pH=pKa, Tris tamponu igerisinde 10 mM izositrat, 5 mM CaCl, 0.125, 0.25,
0.5, 1, 2, 4, ve 8 mM konsantrasyonlarinda NADP® ile hazirlanan reaktifler
kullanilarak enzim aktivitesi ol¢iimii yapilmigtir. 800 pl reaktif, 100 pul numune

miktarlari ile ¢alisilmistir
Uygun kofaktoriin belirlenmesi

100 mM pH=pKj Tris tamponu igerisinde 10 mM izositrat, 0.5 mM NADP" igerisinde
MgSQO4, MgCl2, MnSO4, MnCl», CaCl> kimyasallar1 5 mM konsantrasyonda ayr1 ayri
hazirlanaran reaktif ile enzim aktivitesi ol¢iimii yapilmistir. 800 pl reaktif, 100 pl
numune miktarlari ile ¢alisilmustir.

Belirlenen kofaktor konsantrasyonunun optimize edilmesi

100 mM pH=pK_ Tris tamponu igerisinde 10 mM izositrat, 0.5 mM NADP" igerisinde

farkli konsantrasyonlarda MgSOyg ile hazirlanan reaktiflerle 6lgiim gergeklestirilmistir.
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Iyonik giicii ve enzim aktivitesini artirmaya yonelik calismalar

pH = pKa 0,1 M Tris tamponu igerisinde 8 mM MgSOa, 0,5 mM NADP*, 10 mM
izositrat ve iyonik giicli artirarak enzimin aktivitesini artirmaya yonelik 50 mM
konsantrasyonda olacak sekilde KCI, Na>SOs, NaCl, ADP hazirlanarak aktivite

Olctiimii yapilmistir. 800 pl reaktif, 100 pul numune miktarlari ile caligilmistir.
Uygun potasyum Kloriir (KCl) konsantrasyonunun belirlenmesi

Bu verilere gore iyonik giicii artirmaya yonelik KCl ile caligmalar yapilmistir. pH =
pKa 0.1 M Tris tamponu igerisinde 8 mM MgSOa; 0.5 mM NADP™; 10 mM izositrat;
5, 10, 20, 40, 80, 160 mM konsantrasyonda KCl ile hazirlanan reaktifler ile aktivite
Olctimii gergeklestirilmistir. 800 pl reaktif, 100 pl numune miktarlari ile ¢alisilmistir.

NADP*-bagimh normal IDH1 enzim aktivitesi él¢iimii i¢in oto-analizor iizerinde

yapilan calismalar

Bezmialem Vakif Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma Merkezi rutin
biyokimya laboratuvarinda bulunan Abbott Architect ¢8000 cihazi iizerinde yapilan
calismalarda kullanilan reaktif ve numune miktarlar1 Tablo 3.26’da belirtilmistir.

Cihazin kalibrasyonu i¢in dH20 kullanilmstir.

Tablo 3.26: NADP*-bagimli normal IDH1 enzim aktivitesi i¢in tek reaktifli oto-
analizor numune-reaktif hacimleri.

Reaktif (ul) Serum (pl)
200 8

163 6,5

164 6,3

165 5

165 3
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3.2.3.3 NADP*-bagimh R132H mutant IDH1 enzim aktivitesi ol¢iimii icin

yapilan calismalar

NADP*-bagimh R132H mutant IDH1 enzim aktivitesi ol¢iimii icin manuel

spektrofotometre calismalari

Manuel spektrofotmetre iizerinde R132H mutant IDH1 enzim aktivitesi 6l¢iimii igin
hazirlanan reaktifler ve kullanilan hacimleri Tablo 3.27 ‘de belirtilistir. 340 nm dalga
boyunda 0, 3, 6 ve 9. dk’da absorbans dlglimleri gergeklestirilmistir.

Tablo 3.27: Manuel spektrofotometrede ¢alisilan reaktif ve numune miktarlari.

Reaktif 1 Reaktif 2 Numune
0,1 M pH 0 pKa
) 0,1 M pH 0 pK
Tris Tamponu Tris TF(;mpoF;lua
% 1 Gliserol % 1 Gliserol
300 uM
NADPL+H 140 mM o-KG
Kullanilan hacim 300 300 60

(ub

dH20 igerisinde hazirlanan 0,1 M a-KG ¢ozeltisi ile spektrum taramasi yapilmistir.

Bu ¢alismanin ardindan reaktif voliimleri revize edilerek Tablo 3.28 ‘de belirtilen
hacimlerde ¢ozeltiler kullanilarak tekrar manuel spektrofotometre ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Aktiviteyi artirmaya yonelik aplikasyon degisiklikleri ile

gozlemsel deneyler yapilmistir.

Tablo 3.28: NADP*-bagimli R132H mutant IDH enzim aktivitesi 6l¢timii igin II.
basamak manuel spektrofotometre ¢alismalari.

Kullamlan ~ Reaktif -1 Reaktif—2 9120 Numune
Deneyno =~ oimune  miktar (ul)  miktars (u) k@0 mikart
i " () ()
1. dH,0 500 50 60 -
2. dH20 250 25 335 -
% 50 gliserol
igerisinde -
3. 20°C de 250 25 275 60
depolanan
kiiltiir mayi
% 50 PBS
igerisinde -
4, 20°C de 250 25 275 60
depolanan
kiiltiir mayi
5, Liyofilize 300 25 225 60

kiiltiir mayi
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Tablo 3.28 (devami): NADP*-bagimli R132H mutant IDH enzim aktivitesi 6l¢timii

icin II. basamak manuel spektrofotometre calismalari.

Deney no

Kullanilan
numune

Reaktif — 1
miktart (pl)

Reaktif — 2
miktar1 (ul)

dH,0
miktar1

(1D

Numune
miktar1

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

dH.0
Siipernatan
kiiltiir mayi
dH.0

-20°C de
depolanan
kiiltiir mayi
% 50 PBS
igerisinde -
20°C de
depolanan
kiiltiir mayi
% 50 PBS
igerisinde -
20°C de
depolanan
kiiltiir mayi
Liyofilize
kiiltiir mayi
Liyofilize
kiiltiir mayi,
% 1 gliserol
% 50 gliserol
igerisinde -
20°C de
depolanan
kiiltiir mayi
% 50 gliserol
icerisinde -
20°C de
depolanan
kiiltiir mayi
% 50 gliserol
igerisinde -
20°C de
depolanan
kiiltiir mayi
% 50 gliserol
icerisinde
+4°C de 1
hafta
bekletilen
kiiltiir mayi

300
300
400

400

400

375

375

400

250

250

250

250

25
25
25

25

25

50

50

10

25

25

25

25

285
225
225

225

225

225

225

225

275

275

275

275

(u)

60

60

60

30

30

60

30

60

100

60
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Tablo 3.28 (devami): NADP*-bagimli R132H mutant IDH enzim aktivitesi 6l¢timii
icin II. basamak manuel spektrofotometre ¢aligsmalari.

Kullamlan ~ Reaktif-1 Reaktif—2 9120 Numune
Deneyno imune miktart (ul)  miktar (ul) Kt miktart
" " (D) (D)
% 50 PBS
igerisinde -
18. 20°C de 250 25 275 30
depolanan
kiiltiir mayi
-20°C de
19. depolanan 250 25 275 30
kiiltiir mayi
Liyofilize
20. kiiltiir mayi, 250 25 275 30
% 1 gliserol
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NADP*-bagimh R132H mutant IDH1 enzim aktivitesi 0l¢iimii icin oto-analizor
iizerinde yapilan ¢calismalar
Bu amagla hazirlanan reaktif igerikleri ve cihaz lizerinde ¢alisilan numune ve reaktif

miktarlar1 Tablo 3.29°da 6zetlenmistir.

Tablo 3.29: NADP*-bagimlhi R132H mutant IDH1 enzim aktivitesini 6l¢meye
yonelik oto-analizor lizerinde kulanilan reaktifler ve kullanilan hacimler.

Reaktif Numune
Deney no Reaktif no Bilesenler ! miktari
Miktar1 (ul) (ul)

-0,1MpHO
pKa Tris
Tamponu
- % 1 Gliserol
-300 pM
Deney-1 NADPH+H 8
-0,1MpHO
pKa Tris
Reaktif-2 Tamponu 30
- % 1 Gliserol
140 mM o-KG
Reaktif-1 Deney-1 ile 170
Reaktif-2 ayni reaktifler 30 8
kullanilmistir.
-0,1MpHO
pKa Tris
Tamponu
- % 1 Gliserol
-300 pM
NADPH+H
-0,1MpHO
pKa Tris
Tamponu
- % 1 Gliserol
Deney-1 ile
Deney-4 Reaktif-1 ayni reaktifler 170 16
kullanilmustir.
Reaktif-2 30
Deney-3 ile
Deney-5 Reaktif-1 ayni reaktifler 170 16
kullanilmustir.
Reaktif-2 30

Reaktif-1 170

Deney-2

Deney-3 Reaktif-1 170 8

Reaktif-2 30

Hazirlanan reaktifler oto-analizor {izerinde 340 nm dalga boyunda 7 sn’de 1 okuma

olacak sekilde toplamda 30 okuma yapilarak calisilmistir.
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3.2.3.4 Siirfaktan madde ¢alismalar1

Siirfaktan maddeler reaksiyon giicii ve absorbans degerini artiran, intereferenslerin
ortadan kalkmasini saglayan ¢oziicli kimyasallardir.

pH = pKa 0.1 M Tris tamponu igerisinde 8 mM MgSO4; 0.5 mM NADP*; 10 mM
izositrat; 40 mM KCI olarak hazirlanan g¢alisma reaktifi kullanilmistir. Reaktif
icerisine bovine serum alblimin, tween-20, etilen glikol, tergitol, aseton, tween-80,
gliserol, etanolamin % 0,5 - 1 oraninda eklenmistir. 500 pl reaktif ve 100 pl serum
ornegi kuvartz spektrofotometre kiiveti igerisinde karistirilmistir. Kiivet cihaza
yerlestirilir yerlestirilmez sifirlanarak dakikalik absorbans dl¢iimii alinmistir. 340 nm
dalga boyunda elde edilen absorbans farklarindan yola ¢ikilarak enzim aktiviteleri
tizerine etkileri ve ciplak gozle bulaniklik olusturup olusturmadigi belirlenmistir.
Manuel spektrofotometre cihazi tlizerinde yapilan deneyler bir sonraki asamada

otomatik kimya analizorii lizerinde tekrar ¢aligilmistir.

3.2.3.5 Yontemin gecerli kilnmasi ve performans degerlendirmeleri

Analitik kimyada gelistirilen bir metodun dogrulanmasi o metodun kullanim alanina
uygunlugunu ve ayni amagcla kullanilan diger yontem veya iirlinler ile karsilagtirma

yapilarak istiinliiklerinin belirlenmesine olanak tanir [86].

Dogruluk ve hata belirlenmesi

Dogruluk verilen 6l¢iim sonucunun gercek deger ile yakinligini ifade eder. Dogruluk
hesaplamalari igin 6nce hata hesaplamasi yapilmasi gerekir. Bias sistematik hatadan
kaynaklanan, ger¢ek deger ile Olgiilen deger arasindaki fark olarak ifade edilir [86].
Hata metot dogrulamasi yapilmig bir yontem ile kiyaslanarak veya kalite-kontrol
materyali veya sertifikalandirilmis referans madde (CRM) ile hesaplanabilir. Bu
dogrultuda CRM veya metot karsilastirmas:t yapilabilecek alternatif bir {iriin

bulunmamasi sebebiyle yontemimizin dogruluk hesaplamasi yapilamamugtir.

Kesinlik, ayni kosullar altinda yapilan tekrarli 6l¢iim sonuglarinin dagilimlarinin
degerlendirmesidir. Bu 6lgiimlerin birbiriyle uyumunu veya yakihigini ifade eder.
Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisiiniin metot dogrulamasi iizerine yayinladigi
rehber dokiiman olan EP 15-A3 protokoliine gore farkli konsantrasyonlardaki 2 6rnek
ile 5,6 veya 7 giin boyunca giinde 5 kez yapilan tekrarli 6l¢iimler sonucu elde edilen

verilerle hesaplanir [112]. Kalite-kontrol materyali veya sertifikali referans madde
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gibi konsantrasyonu bilinen analitlerle yapilan 6l¢iimlerde kesinlik ve dogruluk
hesaplanmas1 icin tek bir dl¢iimiin yeterli oldugu kabul edilmektedir. Istatistiksel
analize ge¢meden Once verilerin gorsellestirilmesi amaciyla grafige aktarilmasi
tavsiye edilmektedir. Bu agsamada aykir1 degerler dislanarak dagilimin normal aralikta

olmas1 saglanir [113].
Kabul edilebilir kesinlikten sapmanin (imprecision, CVa) hesaplanmasi i¢in denklem
3.5 kullanilir.

CcV, = (CVy —0.25)%° (3.5)
Kesinlik degerlendirmesi

Microsoft-Excel programi kullanilarak  kesinlik degerledirme hesaplamalari

yapilmistir.

Bir metodun 6l¢iim kesinligi, belirli 6l¢iim kosullar altinda standart sapma, varyans
veya varyasyon katsayist (CV) gibi tutarsizlik Olgiitleri ile sayisal olarak ifade
edilebilir [114].

Kesinlik 6l¢tim-i¢i CV (CV(%)w), 6lglimler aras1 CV (CV(%)g) ve laboratuvar ici CV
(CV(%)wL) olmak iizere kendi iginde 3 bilesenden olusur. Asagida yazili denklemler
3.6, 3.7, 3.8 kullanilarak hesaplanir:

CV (%) = T2 x 100 (3.6)

X

((Msl— MSZ))O‘S

CV(%)p = ”+ x 100 (3.7)

_ (Vw+vp)°?
X

CV (%) wi x 100 (3.8)

N, : her 6l¢iim sonucunun ortalama degeri

x : Ornekteki tlim sonuclarin genel ortalamasi

MS, :Olgiim i¢i degisiklik bileseni ortalama kare degeri

MS; : Olgiimler arasi degisiklik bileseni ortalama kare degeri

V,, : Olgiim i¢i varyans
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Vg : Olgiimler arasi1 varyans
Analitik sensitivite (LoD-LoQ-LoB)

Analit icermeyen Ornek ile tekrarli Olclimler yapilarak, ol¢lim yonteminin kor
numuneden ayirt edebildigi analit konsantrasyonunun hesaplanmasina LoB
denir[115]. Metodun kor limitini (LoB) belirlemek igin iki farkli ¢ozelti (deiyonize su
ve PBS) nin her biri 3 giin st tiste 20 kez olgiilmiis ve 3.9 denklem kullanilarak

hesaplanmistir[116]:
LoB = ortalama + 1.645 X SD (3.9

LoD hesaplamasinda LoB seviyesinin 5 kat1 oraninda analit iceren standart ¢ozelti
diisiik konsantrasyonlu 6rnek olarak kullanilir. 3 giin {ist iiste 20 tekrarli 6l¢iim

yapilarak denklem 3.9 kullanilarak hesaplanir:

LoD = LoB + ¢, X SD (3.10)

SD, diisiik konsantrasyonlu standardin 6l¢iimlerin sonucu elde edilen verinin standart

sapmasidir. Cp diizeltme faktoriidiir ve denklem 3.11 kullanilarak hesaplanir:

.645
cil= ==¢ (3.11)
Lan

Bu denklemde yer alan L, toplam &lgiim sayisini; j diisiik konsantrasyonlu numune

sayisini ifade eder.

LoQ, kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla o6lciilebilen en diisiik analit
konsantrasyonu olarak tanimlanir. Denklem 3.12 de gosterilen formiil ile hesaplanir.
Fonksiyonel sensitivite ise genellikle, yontem CV’sinin %20 oldugu analit

konsantrasyonudur [117].
LoQ = LoD + 10 SD (3.12)

Performans degerlendirmesinde dH»O kullanilarak 3 giin st tiste 20 tekrarl dlgtimler

yapilarak Standart sapma (SD), degisim katsayist (CV) ve ortalama hesaplanmaistir.
Linearite degerlendirmeleri

Diisiik ve ¢ok yiiksek aktivite ol¢limii yapilan 2 farkli numune degisen oranlarda
karistirilarak orantili olarak artan numuneler elde edilmistir. 20 numune ile {iger defa

yapilan Ol¢limlerden elde edilen sonuglar kullanilmistir. Absorbans degerleri y-
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eksenine, numune degerleri X-eksenine yerlestirilerek elde edilen grafikte linearite

degerlendirmesi yapilmistir.
Interferans calismalari

Bir analitin 6l¢iim yapilan ornekteki konsantrasyon veya aktivitesini degistiren

maddelerin (interferan) etkileri interferans olarak tanimlanir[118]

Bir metodun gecerli kilinmasi sirasinda hemoliz, ikter, lipemi gibi rutin biyokimya
laboratuvarlarinda  sik  karsilagilan  interferan  bilesenler ile  etkilesimi

degerlendirilmelidir.
3.2.2.5 Stabilite ¢calismalari

Hazirlanan normal ve R132H mutant IDH 6l¢lim kitleri reaktiflerinin her birinden 30
ml hazirlanarak +4°C ve oda sicakliginda 3 ay bekletilmistir. 2 hafta araliklar ile kitler

ile 6l¢iim yapilarak stabilite degerlendirmesi yapilmaistir.
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4. BULGULAR

4.1 Rekombinant Calismalardan Elde Edilen Sonuclar

4.1.1 Genetik kodu iceren vektor sisteminin c¢ogaltilma ve piirifikasyon
bulgulari

NADP*-bagimli normal ve R132H mutant IDH1 genine ait genetik kodlarin1 tagiyan
pSLIK-IDH1 ve pSLIK-R132H-IDHI plazmidlerinin ¢ogaltilarak Genejet Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) piirifikasyonu gergeklestirilmistir.
Piirifikasyon sonucu izole edilen genomik DNA’nin miktar1 260 nm’deki absorbans
degeri ile saflig1 (kalite) ise 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerlerinin oran1 (A260/280) ile belirlenmistir. Konsantrasyonu 80 ng/ul, saflig1 1.53
cikan Ornek PCR ile c¢ogaltilacak hedef gen bolgesi ig¢in kalip DNA olarak

kullanilmistir

4.1.2 Genetik kodun pPICZa-A tasiyici vektoriine aktarimi bulgulari

PCR firiinleri ve tastyict vektdr olan pPICZa-A’nin restriksiyon enzimleriyle
muamelesinin ardindan Column-Pure™ PCR Clean-up Kit (Lamda Biotech, ABD) ile
piirifikasyonu sonucu elde edilen soliisyonlarin nano-drop spektrofotometre ile

degerlendirme bulgular1 Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1: Nano-drop ile DNA 6l¢iim souglart.

Materyal DNA miktar1
Normal-IDH genetik materyali 30 ng/pul
R132H mutant IDH genetik materyali 24 ng/ul
pPICZa-A vektorii 54 ng/pul

Vektoriin alkalen fosfataz enzimi ile muamelesini takriben yapilan 2.piirifikasyon

materyali ile tekrar 6l¢lim alinmustir. 15 ng/pl olarak 6l¢iim sonucu gézlenmistir.

4.1.3 Ligasyon iiriiniiniin kompetan hiicrelerde cogaltilmasi bulgulari

Zeocin’li agar plaklarda biiyiitiilen E. coli One Shot® Mach1™-T1R hiicrelerinden
aliarak s1v1 besiyerine inokiile edilmistir. Bu asamada 5 ayr1 pPICZa-A/IDHI, 5 ayri
pPICZa-A/R132H-IDH1 kolonileri olusturulmustur. Ligasyon firiinlerinin DNA
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miktar1 6l¢tim sonuglart Tablo4.2’de gosterilmistir. mikKolonilerden yapilan agaroz

jel elektroforezinin goriintiileme bulgular Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

1242 bp

Sekil 4.1: PCR koloni goriintiileme bulgulari.

Bu sonuglara gére normal IDH1 genetik kodunu barindiran N1, N3, Ns tiipleri ile
R132H mutant IDH1 genetik kodunu barindiran M1, M2, M4, Ms tiipleri igerisinde
pPICZa-A vektorti ile ligasyon gergeklesmistir.

Tablo 4.2: Ligasyon tiriinlerinin nano-drop spektrofotometre okuma sonuglari.

Koloni M1 M> M4 Ms N1 N3 Ns
Olgiim  20ng/ul 11ng/ul 20ng/ul 21 ng/ul 22ng/ul 14ng/ul 19 ng/ul
sonucu

Deney sirasinda kontaminasyon riski sebebiyle koloni PCR goriintiilerinin (+) sonug
verme ihtimaline kars1 Column Pure Plasmid Miniprep Kit (Lamda Biotech, ABD)
kullanilarak piirifiye edilen pPICZa-A/IDH1 ve pPICZa-A/R132H-IDH1 vektorleri
EcoRI ve Xhol restriksiyon enzimleri ile kesilerek jelde yiiriitme islemi yapilmustir.

Bu isleme ait goriintii Sekil 4.3 de gosterilmistir.
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Sekil 4.2: pPICZa-A/IDH1 ve pPICZa-A/R132H-IDH1 vektorlerini alan hiicrelerin
dogrulanmasi i¢in yapilan PCR goriintiileme bulgulari.

Beklenen bolgelerde bant olusumu gézlemlenmistir.

4.1.4 Protein miktar tayini bulgular

Abbott Architech C16000 cihaz1 iizerinde “Abbott Architect Urine/CSF Protein
(7D79-21)” kiti kullanilarak yapilan protein miktar tayininde NAD*-bagimli SpIDH
enzimi i¢in piirifikasyon materyalinde 12 g/L protein tespit edilmistir. NADP*-bagimli
IDH enzimi i¢in liyofilize kiiltiir mayiden yapilan protein miktar tayininde ise 850

mg/L protein tespit edilmistir.

415 SDS-PAGE analizi goriintiileme bulgulari

Rekombinant NAD*-SpIDH enzimi ile yapilan SDS-PAGE analizi Sekil 4.3 ‘de
gosterilmistir. M, 1, 2, 3, 4 numarali kolonlar sirastyla (M) markir, (1) indiiksiyon
yapilmamis koloni, (2) 1 saatlik IPTG indiiksiyonu yapilmis koloni, (3) 3 saatlik IPTG

indiiksiyonu yapilmis koloni, (4) piirifikasyonu yapilmis hiicre lizatlari.
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Sekil 4.3: Rekombinant NAD*-SpIDH SDS-PAGE analizi.
4.1.6 Enzim Kinetigi calismalari
4.1.6.1 Rekombinant NADP*- bagimh normal IDH enzim Kinetigi

Protein ekspresyonu indiiklenen Pichia Pastoris kiiltiirli santrifiij edilerek {ist fazi ile
enzim aktivite ¢alismalart yapilmistir. Liyofilize edilen siipernatan kiiltiir mayiden

yapilan protein miktar tayininde 850 mg/L protein tespit edilmistir.

Reaksiyon iiriinlerinden olan NADPH+H molekiiliiniin 340 nm de verdigi absorbans

sebebiyle enzim aktivite dl¢limleri bu dalga boyunda yapilmustir.

22°C, pH= 8.1 Tris tamponu igerisinde 0,5 MM NADP*, 8 mM izositrat ile hazirlanan
reaktifle reaktif-numune miktarin1 belirlemek i¢in yapilan 6n deney bulgulart Tablo

4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3: Reaktif-numune miktarini belirlemek i¢in yapilan deney sonuglari.

Reaktif Kiltir mayi Enzim
miktar (ul) miktart (ul) 0.dk 3.dk 6.dk aktv (1U)
150 5 0.124 0.127 0.132 7.4

150 15 0.167 0.175 0.18 3.53

150 50 0.24 0.36 0.49 6.62

Bu deney sonucunda numune miktariin 5 pl olmasina karar verilmistir.
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22°C, pH= 8.1 Tris tamponu igerisinde 0,5 mM NADP?*, farkli konsantrasyonlarda
izositrat iceren reaktifler ile alinan aktivite bulgular1 Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°de

gosterilmistir.

Michaelis-Menten Egrisi
4,5

3,5

2,5

Vi

1,5
0,5

0 0,5 1 1,5 2

[izositrat] mM

Sekil 4.4: Rekombinant NADP*-bagimli IDH enzimine ait Michaelis-Menten Egrisi.

NADP*-IDH Linewear-Burk Grafigi
1,8
1,6 y=0,0238x+0,2194
1,4

1,2

1/VO dk/ uM

1
0,8
0,6
0,4

0,2,

Q.

-20 -10 02 10 20 30 40 50 60 70
1/[izositrat] mM

Sekil 4.5: Rekombinant NADP*-bagimli IDH enzimine ait Lineveawer Burk grafigi.

Rekombinant NADP*-bagimli normal IDH-1 enziminin kinetik 6zellikleri Tablo

4.4°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.4: Rekombinant NADP*-bagimli normal IDH enzim kinetigi degerleri.

Vmax(LM/dK) Kmact(uM) Spesifik
aktivite (U/gr
protein)
NADP”-bagimli 455 108 475

IDH enzimi

4.1.6.2 Rekombinant NAD*- bagimli IDH enzim Kinetigi

Hiicre lizatlariyla yapilan His-tag afinite kromatografisi ile priifikasyonu
gerceklestirilen materyal ile yapilan ¢aligmalarda 12 g/L protein, 2000 U/L enzim
aktivitesi alinmistir. Rekombinant enzimin kinetik degerlendirmeleri Tablo 4.5°de

gosterilmistir.

Tablo 4.5: Rekombinant NAD*-bagimli IDH enzim kinetigi degerleri.

Spesifik
Vmax(uM/dK) Kmacny(pM) aktivite (U/gr
protein)
NAD"-baggglt 5.02 404 166
IDH enzimi
+
IZ\IAD -IDH Linewear-Burk Grafigi
y =80,29x + 0,1991
1,5 4
3
£ 1
0,5 4
-o,'ox -o,(')o = q o,(;os o,:n 0,(;15 0,;)2 o,(;zs
1/[isocitrate] mM
-0,5

Sekil 4.6: Rekombinant NAD*-bagimli IDH Linewear-Burk grafigi.

4.1.7 Rekombinant iiretilen enzimlerin stabilite degerlendirmeleri

4.1.7.1 NAD*-bagimh IDH

NAD*-bagimh IDH enziminin piirifikasyon materyalinden alinan 6rneklerle yapilan

calisma bulgular1 Sekil 4.7’ de 6zetlenmistir.

77



NAD*-bagimh enzim aktivitesi - 20 2C

2500

2000
1500
| % 50 gliserol
100 M % 50 PBS
500
) Fhi

0.giin 3.glin 6.glin 9. giin 12.giin  15.giin

=]

Sekil 4.7: NAD*-bagimli IDH enzimin stabilite degerlendirmeleri.

NAD*-bagimhi IDH enziminin 10 giin stabil oldugu, 10 giinden sonra aktivitesinin

diistiigli gdzlenmistir.

4.1.7.2 NADP*-bagimh IDH

NADP*-bagimli IDH enziminin stabilite degerlendirmeleri Sekil 4.8°de gosterilmistir.

Rek. NADP*-bagimli IDH enzim stabilite

degerlendirmesi
450

400 ] — S
350
300
250
200

150

100
0 i m i
5

1 2 3 4
B % 50 gliserol-kiltir mayi B % 50 PBS -kultiir mayi

O Liyofilize kidltir mayi % 50 gliserol iginde liyofilize materyal

Sekil 4.8: NADP*-bagimli IDH enzimin stabilite degerlendirmeleri.
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Uretilen rekombinatn NADP*-bagimli IDH enziminin — 20 °C ‘de 6 aya kadar

stabilitesini korudugu gozlenmistir.

4.2 Metot Gelistirme Bulgular
4.2.1 Manuel spektrofotometre calisma bulgulari

4.2.1.1 NADP*-bagimh normal IDH enzim aktivitesi 6l¢iim metodu ¢calismalari

bulgular

8 mM izositrat, 5 mM CaCl, ve 2 mM NADP" olacak sekilde pH=7 de farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan tampon ¢ozeltileriyle alinan enzim aktivite bulgular
Sekil 4.9°da gosterilmistir. 800 pl reaktif, 100 pl numune miktarlar ile yapilan
caligmada tris tamponunun enzim aktivitesinin alinmasinda en uygun tampon olacagi

gbzlenmistir. Farkli pH’larda yapilan ¢alisma bulgular Sekil 4.10 da gosterilmistir.

pH = 7 farkli tampon ortamlarinda rekombinant NADP*-IDH

aktivitesi
300
250
200
150
100
50
0
50 mM 100 mM 150 mM 200 mM
M Fosfat tamponu W Asetat tamponu M Tris tamponu Sitrat tamponu

Sekil 4.9: Farkli tampon ortamlarinin enzim aktivitesi tizerinde etkisi.

NADP*-IDH Tris Tamponunda Enzim Aktivite Calismalari
350
300

250
20
15
10
5
0

pH=6.5 pH=7 pH=75 pH=8.1 pH=8.8
B 50 mM Tris Tamponu B 100 mM Tris Tamponu

o O O O

Sekil 4.10: Tris tamponunda NADP*-IDH enzim aktivite ¢alismalari.
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Enzim aktivitesinin en iyi alindigi tampon ortami pH = pKa (8.1) tris tamponu olarak

gozlenmistir. Alkali ortamin enzim aktivitesinde artirdig1 bulgusuna varilmistir.
Substrat konsantrasonunun enzim aktivitesi iizerinde etkisi

NADP*-bagimli IDH enziminin substrati olan izositrat molekiilii 100 mM pH=pK,
Tris tamponu igerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak o6l¢iilen enzim
aktivitesi sonucglart Sekil 4.11 ‘de gosterilmistir. 800 pl reaktif, 100 pul numune
miktarlart ile calisilmistir. Optimum aktivitenin 10 mM konsantrasyonda alindigi

gozlenmistir.

izositrat-NADP*-IDH aktivitesi
350

300 ) O

250

200

Enzim aktivitesi [U/L]

150
100

50

0.5 mM 1mM 2 mM 4 mM 8 mM 10 mM 12 mM 16 mM

[izositrat]

Sekil 4.11: Izositrat konsantrasyonunun NADP*-IDH aktivitesine etkisi.

NADP* konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi
100 mM pH=pK, Tris tamponu igerisinde 10 mM izositrat, 5 mM CaCl, ve farkli
konsantrasyonlarda NADP* ile hazirlanarak 6lgiilen enzim aktivitesi sonuglar1 Sekil

4.12 ‘de gosterilmistir. 800 pl reaktif, 100 pl numune miktarlari ile galigilmistir.

Optimum aktivitenin 0.5 mM konsantrasyonda alindig1 gézlenmistir.
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[NADP*] - NADP*-IDH aktivitesi

350

300 ® o — = -9

250
200

150

Enzim aktivitesi [U/L]

100

50

0,125 0,25 0,5 1 2 4 8

[NADP*] (mM)

Sekil 4.12: NADP* konsantrasyonunun NADP+-1DH aktivitesine etkisi.

Kofaktorlerin enzim aktivitesi iizerine etkisi

100 mM pH=pKj Tris tamponu igerisinde 10 mM izositrat, 0.5 mM NADP* igerisinde
MgSO4, MgClz, MnSO4, MnCl;, CaCl: kimyasallar1 5 mM konsantrasyonda ayr1 ayri
eklenerek hazirlanan reaktif ile yapilan enzim aktivitesi 6l¢iim sonuglari Sekil 4.13 “de
gosterilmistir. 800 pl reaktif, 100 ul numune miktarlar ile ¢alisilmistir. Bu bulgulara

gbore MgS0Oy ile ¢alisilmasina karar verilmistir.

Kofaktor-NADP*-IDH aktivitesi

350
300

250
20

0 I I I I I

MgS04 MgCl2 MnSO4 MnCI2 CaCl2
5mM

o

15

o

10

o

Enzim aktivitesi (U/L)

5

o

Sekil 4.13: Farkli kofaktorlerin NADP*-IDH aktivitesi tizerinde etkisi.

81



100 mM pH=pK_ Tris tamponu igerisinde 10 mM izositrat, 0.5 mM NADP" igerisinde
farkli konsantrasyonlarda MgSQyg ile hazirlanan reaktiflerle yapilan 6l¢iim sonuglart

Sekil 4.14 ‘de gosterilmistir. 800 ul reaktif, 100 pul numune miktarlar ile ¢aligilmistir

[MgS0O,] - NADP*-IDH aktivitesi

400

350

300

250

200

150

Enzim aktivitesi (U/L)

100

50

8 10
[MgSO,] mM

Sekil 4.14: MgSO4 konsatrasyonunun NADP+-IDH aktivitesi lizerinde etkisi.

Optimum aktivitenin alindig1 reaktif 100 mM pH=pKaj Tris tamponu icerisinde 10 mM
izositrat, 0.5 mM NADP*, 4 mM MgSO:s olarak belirlenmistir.

Iyonik giicii artirmaya yénelik ¢cahsma bulgular

pH = pKas 0,1 M Tris tamponu igerisinde 8 mM MgSOs, 0,5 mM NADP*, 10 mM
izositrat ve iyonik giicii artirarak enzimin aktivitesini artirmaya yonelik molekiiller 50
mM konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanarak aktivite 6l¢iimii yapilmistir. 800 ul
reaktif, 100 pul numune miktarlari ile ¢calisilmistir. Sekil 4.15 ‘de gosterildigi lizere en

1yi aktivite artis1 KCl ile gézlenmistir.
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400

350
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250
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Enzim aktivitesi (U/L)
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o
o
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o

KCl NaSO4 NaCl ADP
[kimyasal] 50 mM

o

Sekil 4.15: 50 mM konsantrasyonda farkli kimyasallarin aktivite dl¢limiine etkisi.

Bu verilere gore iyonik giicii artirmaya yonelik KCl ile ¢aligmalar yapilmistir. 5 — 160
mM KCl ile yapilan dl¢lim sonuglar1 Sekil 4.16 ‘da gosterilmistir.

KCI - NADP*-IDH enzim aktivitesi
450

400 . —0
350
300
250

200

Enzim aktivitesi (U/L)

150
100

50

5 10 20 40 80 160
[KCI] mM

Sekil 4.16: [KCI] - NADP*-IDH aktivitesi.

Bu c¢alisma neticesinde IDH enzim aktivite 6l¢limii i¢in oto-analizor ile uyumlu kit

gelistirmede % 1 gliserol kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.
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4.2.1.2 NADP*-bagimh R132H mutant IDH aktivite olciim metodu c¢alisma
bulgular

mut-NADP-IDH
0,35
0,3

0,25

o
N}

Absorbans

o
=
(9]

o
i

0,05 =
.
0 *Q

.9
0 10 20 30 40 50 60 29 70
Zaman (dk) .

Sekil 4.17: R132H mutant IDH enzimi ile manuel spektrofotometrede ¢alisilan
NADPH i¢in zaman-absorbans grafigi.

Manuel spektrofotometre tizerinde yapilan Tablo 3.23” de belirtilen deneyler ile ilgili

340 nm de yapilan absorbans degisimi 6l¢iimii sonuglari: (Sekil 4.17)

Deney no — 1: Absorbans = 1,99 olarak 6l¢iilmiistiir. a-KG molekiiliiniin 340 nm’ de

absorbans verdigi gdozlemlenmistir.
Deney no —2: AA/dk =0, 91.
Deney no — 3: AA/dk = 0,0042
Deney no — 4: AA/dk = 0,004

Deney no—5: Liyofilizasyon sonrasi ¢okelti olusumu gozlendigi i¢in yogun bulaniklik

olusumu gdzlenmistir. Olciim degerlendirmeye alinmamustir.
Deney no — 6: AA/dk = 0,00004

Deney no — 7: AA/dk =0,0015

Deney no — 8: AA/dk = 0,0026

Deney no — 9: AA/dk = 0,0022

Deney no — 10: AA/dk = 0,0022
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Deney no—11: AA/dk = 0,0017

Deney no — 12: AA/dk = 0,0043. Tiirbidite varlig1 gozlenmistir.%1 gliserol eklenerek
deney-13 yapilmustir.

Deney no — 13: AA/dk = 0,003
Deney no — 14: AA/dk = 0,004
Deney no — 15: AA/dk = 0,004
Deney no — 16: AA/dk = 0,0054
Deney no — 17: AA/dk = 0,0009
Deney no — 18: AA/dk = 0,008
Deney no — 19: AA/dk = 0,002

Deney no —20: AA/dk = 0,001

4.2.2 Otomatik kimya analizorii iizerinde ¢alisma bulgular:
4.2.2.1 NADP*-bagimh IDH enzimi aktivite 6l¢iim ¢alismalar:

Manuel spektrofotometre iizerinde optimize edilen NADP*-bagimli IDH enzimi
aktivite 6l¢timii kiti icin Abbott Architect C8000 otomatik kimya analizorii izerinde

rekombinant NADP*-IDH ve hasta serumlari ile ¢alismalar yapilmustir.

4.2.2.2 Hasta ve saghkl insan serumlar iizerinde ¢aliyma bulgular:

NADP*-bagimli normal IDH enzimi aktivitesinin karaciger hiicre harabiyeti sonucu
dolasima salinmasi ile serumda miktarinin arttig1 bilgisi literatiirde yer almaktadir.
Klinikte karaciger doku harabiyetiyle korele olarak artis gosteren serum ALT
enziminin aktivitesi degerlendirilmektedir. Bundan yola ¢ikilarak NADP*-bagimli
normal IDH enzimi aktivitesi 6l¢iim ¢alismamiz igin ilgili etik kurul makamlarindan
onay1 alinarak ALT aktiviteleri artmis hasta serumlar1 kullanilmigtir. Serumda artmis
ALT aktivite olan numuneler ile yapilan ¢aligma bulgular1 Sekil 4.18 ve Tablo 4.6 ‘da

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.18: Oto-analizor tizerinde serum ve NADP*-bagiml enzimlerin okuma grafikleri

Tablo 4.6: Yiiksek ALT aktivitesine sahip
hasta serumlar1 ile NADP*-bagimli IDH

aktivitesi karsilastirmasi.

ALT (IU/L) IDH(IU/L)
5100 418
1205 134
2548 1763

376 546
876 53
289 35
1312 29
692 412
412 70
Rek-NADP*-
IDH 370
Ticari enzim 2000




4.2.2.3 Siirfaktan madde calisma bulgulari

Serumun reaktif icerisinde ¢Ozlinlirliiglinii artirmaya yonelik siirfaktan madde
eklenmistir. 0,1 M pH=pKa tris tamponu igerisinde 0,5 mM NADP*, 4mM MgSO4,
10 mM izositrat, 40 mM KCI olarak hazirlanan calisma reaktifi kullanilmistir. Once
cam tilip igerisinde siirfaktan madde eklenerek ciplak goézle bulaniklik olusturup
olusturmadigi gézlenmistir. Uygun goriilen siirfaktanlar ile hazirlaran reaktifler 500 pl
reaktif ve 100 pl serum Ornegi olacak sekilde cihaz tizerinde ayarlanmistir. Calisma

bulgular1 Tablo 4.7 ve Sekil 4.19 “da belirtilmistir.

Tablo 4.7: Calisilan siirfaktanlar ve elde edilen bulgular.

Siirfaktan Gahgilan Bulaniklik Agiklama

madde konsantrasyon

ggr\l’;rr;e %051 (W) ] Coziiniirliigii bozarak aktiviteyi

Albumin diisiirdiigii gézlenmistir.
Bulaniklik  olusturdugu igin

Tween-20 %0,5-1 (viv) I spektrofotometrik olarak
degerlendirilmemistir.

Etilen glikol % 0,51 (v/v) . g;‘ztll;‘f;{; h, distirdagd

Tris tamponu ile c¢alisilmaya
uygun olmadig1 gézlenmistir.
Coziintirliige katkisinin
olmadig1 gozlenmistir.
Bulaniklik  olusturdugu igin
Tween-80 %0,5-1 (viv) + spektrofotometrik olarak
degerlendirilmemistir.
Cozlintrligi  hafif artirdigy
gbzlemlenmistir.

Reaksiyon ortaminin pH’sini
bozarak enzim  aktivitesini
inhibe ettigi gdzlenmistir.

Tergitol %0,5-1(viv) +

Aseton %0,5-2 (viv) -

Gliserol %0,5-1 (viv) -

Etanolamin %0,5-1 (viv)

Bulaniklik olusturdugu gézlenen siirfaktan maddeler ile 6l¢iim yapilmamuigtir.
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Sekil 4.19: Farkl: siirfaktan maddelerin enzim aktivitesi tizerine etkisi.

Bu sonuglara gore reaktif igerisine gliserol eklenmesi uygun goriilmiistiir. Hacimce
farkl yiizdelerde gliserol ile hazirlanan reaktiflerle yapilan deney sonuglar1 Sekil 4.20

‘de gosterilmistir.

Gliserol-enzim aktivitesi
410

400 —

390

380

370

360

350

Enzim aktivitesi (U/L)

340
330

320
0,5 1 2

Gliserol (% v/v)

Sekil 4.20: Farkli konsantrasyonlarda gliseroliin NADP*-IDH enzim aktivitesi
tizerine etkisi.

Bu sonuglara gore reaktif igerisine v/v olarak %1 gliserol eklenmesi uygun

gorilmiistiir.
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4.2.2.4 NADP*-bagimh R132H mutant IDH aktivite 6l¢iimii icin yapilan calisma
bulgular

Manuel spektrofotometrede rekombinant numunelerle yapilan ¢alismalar ile elde
edilen sonuglar g6z 6niinde bulundurularak otomatik kimya analizoriinde ¢alismalar
yapilmustir. Hiicre kiiltiir mayisinin liyofilizasyona tabi tutularak 1-10 oraninda

suyunun ucurulmasi sonucu elde edilen liyofilize materyal kullanilmistir.

NADP*-bagimli R132H mutant IDH enzimi ol¢limiiniin oto-analizor {izerinde
aplikasyona uygun olmadigi goriilmistir. Bu asamadan anlamli sonug¢ elde

edilememistir.

4.2.3 Gelistirilen NADP*-bagimh IDH aktivite ol¢iim Kitinin stabilite
degerlendirmesi

Optimize edilen NADP*-bagimli normal IDH aktivitesi 6lgiim kitinin +4 °C ‘de
stabilitesinin 30 giin oldugu gozlenmistir. Bu siire sonunda reaktif icerisinde bulaniklik
olustugu gorilmistiir. Koruyucu olarak eklenen kimyasallar Tablo 4.8 ’de

belirtilmistir.

Tablo 4.8: NADP*-bagimli normal IDH aktivitesi 6l¢lim kitine koruyucu olarak
eklenen kimyasallar.

Bilesen Konsantrasyon
Sodyum azid (NaNs) %05-1
Proclin %05-1

4.2.4 Metotun gecerli kilinmasi

Calisilan R132H mutant IDH 6l¢iim kiti otomatik kimya analizorii izerinde ¢alismaya
uygun hale getirilemedigi icin performans degerlendirmeleri yapilamamistir. Normal
IDH1 enziminin aktivite dl¢lim kiti ile yapilan validasyon ¢aligma sonuglar1 asagida

verilmistir.

4.2.4.1 Kesinlik degerlendirmesi

Kesinlik, ayni kosullar altinda yapilan tekrarli 6l¢iim sonuglarinin dagilimlarinin
degerlendirmesidir. Bu olgiimlerin birbiriyle uyumunu veya yakinhigini ifade eder.
Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiistiniin metot dogrulamasi {izerine yayinladigi
rehber dokiiman olan EP 15-A3 protokoliine gore farkli konsantrasyonlardaki 2 6rnek
ile 5 giin siiresince giinde 5 tekrarli yapilan 6l¢iimler sonucu elde edilen verilerle

hesaplanmastir.
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Segilen iki farkli numune (IDH-diisiik; IDH-yiiksek) ile yapilan ¢aligmada 6lglim igi
CV (CVy) analizleri Tablo 4.9,Tablo 4.10 ve Tablo 4.11 de belirtilmistir.

89



Tablo 4.9: Kesinlik hesaplamalari.

Giin 1 2 3 4 5
Olgim 1
(V)

33 529 34 529 30 520 30 530 30 526
Olgim 2
(V)

34 527 32 526 34 523 34 527 35 531
Olgim 3
(V)

34 531 30 528 32 525 35 521 34 518
Olgim 4
(V)

34 523 33 525 33 530 32 519 36 516
Olgim 5
(V)

32 525 33 524 35 526 33 527 32 520
Ortalama 33,4 527 32,4 526,4 328 5248 328 524.8 33,4 5222
SS 0,894427 3,162278 1516575 2073644 1923538 3701351 1923538  4,604346 2408319 6180615
cV 1,000287 1,000014 1,000876 1,000006 1001375 1,003055 1,001375 1,000031  1,002078  1,000056
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Tablo 4.10: Diisiik seviye serum ornegiyle yapilan kesinlik degerlendirmesi istatistik

sonuglart.
N 25
Giin )
No 5
Aralik 30-35U
Kesinlik hesaplamalari

Olgiim ici Olgiimler aras1

Varyans 3,26 1.187
Standart Sapma 1,73328 0,4335
% CV 1,001198 0,16

Tablo 4.11: Yiiksek seviye serum ornegiyle yapilan kesinlik degerlendirmesi
istatistik sonuglari.

N 25
Giin 5
No 5
Aralik 519-531 U
Kesinlik hesaplamalari
Olciim ici Olciimler arasi
Varyans 15,5 3,468
Standart Sapma 3,944 1,862
% CV 1,000632 0,3

4.2.4.2 Analitik sensitivite (LoB) hesaplama bulgular:

Metodun analitik sensitivite degerlendirmes

‘de belirtilmistir.
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Tablo 4.12: LoB degerlendirme bulgulari.

Giin 1 2 3
Olgiim (IU/ml)

S
P OO0 O0OO0OPFPRPR OO0 O0OPFrPrROO0OO0ORFr oo ooo
P OO O0OPFP OO0 O0OFrRPROOPFrPr OOk, Oo o
OO OO O0OPFrP OO0 OPFrRr P OOOOFr OO K

20

Ortalama 0,222222
Standart Sapma 0,425081823

o

e LoB degeri denklem 3.9 a gore hesaplanmistir.
Ortalamay;, + 1.645(5S,s,) = 0,921
4.2.4.3 Linearite degerlendirmeleri

Linearite degerlendirmeleri i¢in yapilan 6l¢iimlerde metodun 0-1200 IU/ml arasinda
lineer oldugu gozlenmistir (Sekil 4.21). Bu degerin {istiindeki numuneler igin

linearitenin bozuldugu (Sekil 4.22) gortilmiistiir. Diliisyon onerilmektedir.
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Linearite grafigi
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Sekil 4.21: Normal NADP-bagimli IDH 6l¢iim kiti linearite grafigi.
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Sekil 4.22: IDH = 2625 olarak 6l¢iilen numune absorbans grafigi.

interferans calismalar

Hemolizli, lipemik ve hiperbiliriibinemik serum 6rneklerinden yapilan IDH enzimi
aktivite Olgimii sonuglarina gore Ol¢limiin  bu interferans bilesenlerinden

etkilenmedigi reaksiyon grafikleriyle gosterilmistir.
Stabilite calismalar:

% 1 proclin, %1 sodyum azit ve koruyucusuz olarak hazirlanan reaktifler calisma

sonuclar1 Tablo 4.13’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.13: NADP*-bagimli normal IDH-1 aktivite 6l¢iim kitinin stabilite ¢alisma bulgulari.

1.giin 15. giin 30. glin 45. giin 75. glin 90. glin
60. giin (IU/ml)
Reakif icerigi (1U/ml) (1U/ml) (1U/ml) (1U/ml) (1U/ml) (IU/ml)
Koruyucusuz — oda £ Bulaniklik
sicakligi 35 (+)
Koruyucusuz - 35 3 Bulaniklik
+4°C (+)
Bulaniklik
% 1 Proclin +4°C 34 33 35 34 *)
+
) 38

% 1 Proclin oda Bulaniklik

35 30 30
sicakligt (+)

% 1 sodyum azid

34 35 33 34 34 35
+4°C
) 35

% 1 sodyum azid Bulaniklik

33 32 27 - -
oda sicaklig +)
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile metabolizmada hiicresel gii¢c kaynagi olarak gorev
yapan mitokondrinin daha kompleks islevlerinin de oldugu gozlenmistir. Programli
hiicre 6limii (apoptosiz) ve kontrolsiiz hiicre biiyliimesinin diizenlenmesi gibi kanser
gelisiminde rol alan bu mekanizmalarin herhangi bir basamaginda gerceklesecek bir
aksamanin malinite geligsimiyle yakindan iliskili oldugu gosterilmistir[119]. Bu amagla

mitokondriyi hedef alan tedavi yaklagimlar gelistirilmektedir.

Mitokondride bulunan, enerji metabolizmasinin kalbi olarak kabul edilen tri
karboksilik asit (TCA) dongiisii oksidatif dekarboksilasyonun gergeklestigi yerdir.
Glukoz, yag asidi ve aminoasit gibi primer biyomolekiiller bu sikliis aracilig1 ile enerji
kaynagi olarak kullanilirlar. 1956 yilinda Warburg ’un kanserli hiicrelerin enerji
metabolizmasinda normal hiicrelere kiyasla biiyiik farkliliklar oldugunu gdstermesi ile
kanser gelisiminde mitokondri ve igerisinde ger¢eklesen metabolik olaylar mercek
altina alinmistir. Warburg etkisine gore glikoz, mitokondri igerisinde ger¢eklesen
aerobik glikoliz siirecinden kacarak sitozolde anaerobik glikolize ugrama
egilimindedir[120]. Molekiiler diizeyde ¢alismalar ile enerji metabolizmasi (TCA
dongiisii) icerisindeki her hangi bir basamakta gerceklesen genetik ve epigenetik
degisikliklerin beklenmedik enzimatik reaksiyonlara ve metabolitlerin anormal
birikimine, yani onkometabolitlere neden oldugu gosterilmistir [121, 122]. Bu
molekiillerin de epigenetik mekanizmalar araciligi ile hiicre farklilasmasi ve
proliferasyonunu degistirdigi gozlenmistir. TCA sikliisiinde yer alan enzimlerden
izositrat dehidrogenazin glioma basta olmak iizere AML, kolanjiokarsinoma, MDS
gibi kanserler yakindan iligkili oldugu bilinmektedir [4, 32, 123]. Yine TCA
enzimlerinden siiksinat dehidrogenazin paraganlioma ve feokromasitoma, renal
hiicreli karsinoma, akut T hiicreli lenfoma ile birliktelik gosterdigi bulunmustur [124-
127]. Bir baska TCA enzimi olan fumarat hidrataz enziminin multipil kutanéz ve
uterin liyomiyoma ve herediter liyomiyoma, renal hiicreli kanser, Leydig hiicreli
timor, overian sistoadenoma, serebral kavernom ve meme kanseri hastalarinda

mutasyonuna sik rastlanmigtir [128-130]. Bu bilgiler 1s1ginda TCA sikliisiiniin her bir
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basamagindaki enzimin aktivitesindeki degisikliklerin tayin edilebilmesi kanserin
erken fazinda tespit edilebilmesini miimkiin kilacagini diistindiirtmiistiir. Bu amagla
ilk olarak TCA enzimlerinden biri olan izositrat dehidrogenaz in NAD*-bagimli ¢esidi
olan IDH3 enziminin aktivite tayin metodu ile ilgili ¢alismalara baslanmistir. NAD™-
bagimli IDH enziminin rekombinant {iretim asamalari basariyla tamamlanarak
enzimin aktivitesi ve davranis1 hakkinda bilgi edinilmesine yardim etmistir. Farkli
tampon ortamlarinda, ¢ok sayida yardimci ajan ile yapilan deneyler neticesinde insan
serumlarindan NAD*-bagimli enzim i¢in istenen aktivite alinamamustir. Uzun soluklu
denemeler sonucu enzimin mitokondriyel bir enzim olmasi ve dolasima katilma
ihtimalinin ¢ok diisiik oldugu sonucuna varilmigtir. Bu ¢alismalarin 2. basamagi olarak
NADP*- bagimh enzim aktivite 6lgiim metodu gelistirilmigtir. Uzun yillar 6nce
karaciger parankim dokusunun en hassas gostergesi oldugu belirtilen NADP*-bagiml
IDH enziminin aktivitesini degerlendirme amactyla halihazirda kullanilan oto-analizor
ile uyumlu bir yontem bulunmamaktadir [3]. Gelistirilen NADP*-bagimli IDH enzim
aktivitesi Ol¢tim kitinin degerlendirilen performans kriterleri ile oldukea iyi sonuglar
elde edilmistir. Bu sonuglara gore 2 nin altinda % CV degeri, LoB 0.921 U/L olarak
tespit edilmistir. Reaksiyon grafiginin 0 — 1200 U/L arasinda lineer oldugu
gozlenmistir. Bu Ol¢lim kitinin  diinya genelinde tiim rutin biyokimya
laboratuvarlarinda kullanilan oto-analizorler ile uyumlu olmasi ¢ok genis bir pazar
payina sahip oldugu anlamina gelmektedir. Uretiminin iilkemizde gergeklestigi, pratik,
hizl1 ve dogru sonug¢ verilmesini saglayan bu liriin ile yerli ve milli iiretime destek
olarak toplum yararina; yeni hastaliklar, tedavi yontemleri ve kilinik durumlarla

iligkileri arastirilarak bilim ve insanlik adina katma deger katan bir sonuca ulagilmistir.

Farkli laboratuvarlarda denenmemesi, eksternal kalite kontrol materyali temin

edilmesinin zorlugu ¢alismanin kisithiliklar1 arasinda yer almaktadir.

Caligmanin 3. ve en zor basamaginda ise mutant enzim ile ilgili aktivite 6l¢limii ve
rekombinant iiretimi yapilmistir. Enzimin rekombinant iiretimi asamasinda Pichia
pastoris mikroorganizmasi ile calisilmasinin verdigi pratiklik sonucu biiyiik bir
zorlukla karsilasilmamistir. Maya hiicrelerinin genetik kodu arasina ilgili proteine ait
genetik kodun yerlestigine dair kontrol PCR asamasinin basarisiz olmasi sonucu hiicre
duvarini par¢alama islemi yapilarak olusan siipernatan ile PCR tekrarlanmustir. Istenen
genetik kodun konak DNA sina yerlestigi tespit edilerek deneyin tekrarinda hiicre

duvart ‘lysis’ islemine birakilmistir. His-tag kodonuna sahip pPICZa vektorii ile
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Pichia pastoris maya hiicrelerine sentezlettirilen NADP*-bagimli IDH enziminin his-
tag afinitesi ile nikel bagimli kolondan gegirilerek piirifikasyona tabi tutulma islemi
basarisizlikla sonug¢lanmistir. Bu sonucun proteinin tersiyer katlanma 6zelliklerinden
his-tag kodonunu barindiran N’ terminal ucun proteinin i¢ bolgelerinde kalmasi
sebebiyle gergeklestigi diislinilmiistiir. Kiltiir siipernatanindan eksprese edilen
proteinin piirifikasyon isleminin yapilamamis olmasi, protein miktar tayinini
calismamiz i¢in anlamsiz kilmaktadir. Bu sebeple rekombinant olarak iiretilen normal
ve R132H mutant NADP*-bagimli IDH enzimlerinin, bir tek enzim molekiilii
tarafindan birim zamanda {irline doniistiiriilen substrat molekiilii sayis1 olarak ifade

edilen ve kisaca ‘kcat’ olarak gosterilen turnover sayisi belirlenememistir.

NADP*-bagimli izositrat dehidrogenaz enziminde meydana gelen nokta mutasyonlari
diisiik dereceli gliomalar, sekonder glioblastomlar, kondrosarkoma, kolanjiosarkoma
ve akut miyeloid l16semi dahil olmak iizere bircok maliniteye zemin hazirladigi
gosterilmigtir [55]. 132. aminoasit olan arjininin histidinle yer degistirdigi R132H
mutasyonu bu enzimde en sik karsilasilan mutasyondur. Bu mutasyonun enzimin
aktivitesini tamamen inhibe edebilecegi bilgisinin aksine neomorfik bir islev
kazanmasina sebep olur ve normalde substrat olarak ortaya ¢ikan a-KG’1 {iriin olarak
kullanir. Ayn1 zamanda hiicresel diizeyde NADPH+H kaynag1 olarak islev goren
NADP*-bagimli IDH1 enzimi, mutasyon sonucu NADPH+H tiiketimine sebep olarak
hiicrede reaktif oksijen radikallerinin sebep oldugu hasarin onarimini engeller.
Kanserli hiicrelerde gozlenen R132H mutasyonundan baska R132C, R132G, R100Q,
A134D, H133Q mutasyonlart NADP*-bagimli IDH enziminin genetik kodunda
karsilasilan diger mutasyonlardir [131-135]. Literatiirde normal ve mutant tip enzimler
ile yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢calismalarda ICT — a-KG dontistimii
sirasinda agiga ¢ikan veya a-KG — (D)-2-HG doniisiimiinde ise tiikketilen NADPH
molekiiliiniin sebep oldugu 340 nm’deki absorbans degisiminden yola ¢ikilarak
yapilan kinetik dl¢limler ile enzimlerin katalitik aktivite dl¢limlerinin yapilabildigi
gosterilmistir[6, 30, 136, 137]. Bu c¢alismalar ile enzimin aktif bolgesini kodlayan
genlerde gergeklesecek bir nokta mutasyonunun enzimin aktivitesinde 300 ila 1340
kat kay1p ile sonuclanabilecegi bilgisine ulagilmigtir. H133Q mutasyonunun ise 3,5 kat
azalmaya sebep olarak, diger mutasyonlara nispeten daha diisiik bir aktivite kaybina
yol ac¢tig1 belirtilmistir [138]. Cift yonlii aktivite gosteren IDHI enzimine NADP* ve

ICT molekiiliiniin indirgeyici karboksilasyon aktivitesi {izerinde inhibitér etki
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yapmasina ragmen, NADPH ve o-KG molekiillerinin oksidatif dekarboksilasyon
aktivitesinde {irlin inhibisyon etkisi yapmadigi goézlemlenmistir. Bu etkinin IDHI
enzimini NADP* ve ICT molekiillerine ilgisinin daha yiiksek olmasindan
kaynaklandigi  soylenmektedir[139]. IDH enzimlerinin  aktivitelerinin
degerlendirilmesi asamasinda deney ortammmin pH 7.5 ‘te yeterli CO2
konsantrasyonunun saglanamamasi sebebiyle IDH ve mutant tiirevlerinin ters

reaksiyonun ger¢eklesmeyecegi belirtilmistir[139].

R132H mutasyonunun en sik goriilen mutasyon olmasina ragmen en gii¢lii neomorfik
aktivite gosteren mutasyon degildir. R132G mutasyonunun katildig1 reaksiyonda
onkometabolit olarak iiretilen (D)-2-HG konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu

bildirilmistir[140].

Bir enzim aktivite tayin metodu gelistirilirken s6z konusu enzim i¢in uygun tampon,
stok substrat ve enzimin ¢ozeltilerinden kiigiik hacimlerde eklenerek her bilesenin son
hacimde istenen konsatrasyona getirilmesi saglanir. Iyonlasabilir gruplara sahip diger
herhangi bir bileseni asacak sekilde segilen tampon bilesen, istenen reaksiyon pH'ina
sahip bir pKa =1 degerine sahip olmalidir. Tampon ¢dzeltisi enzimin stabilite ve
aktivitesi igin gerekli tuzlar (NaCl veya KCI gibi), ozmolitler (polietilen glikol, gliserol
veya sukroz gibi) ve indirgeme ajanlarini (2 -merkaptoetanol, ditiyotreitol veya TCEP
gibi) uygun konsantrasyonda igermelidir. Tampon karisimi reaksiyonun
gerceklestirilecegi sicaklikta istenen pH degerine titre edilmelidir. Bunlardan baska
Tris gibi nitrojen igeren tampon g¢ozeltilerinin sicakliga olan duyarliligi géz oniinde
bulundurulmalidir. pKa degeri iyonik giice ¢ok duyarli olan fosfat tamponlarinin
seyreltilmesi pH degerini degistireceginden kullanimi sirasinda oOzellikle dikkat
edilmelidir. Reaksiyon karigimimi ilk olarak enzim olmayan bilesenler olan su ve
tampon karisimina stok substrat ¢6zeltisini ekleyerek olusturmak tavsiye edilmektedir.
Karigimi belirlenen toplam hacme getirmek ve reaksiyonu baslatmak i¢in yalnizca
kiigiik bir miktar (% 10’u kadar) ilave edilecek sekilde bir enzim stok konsantrasyonu
belirlenmesi stok tampon ve substrat konsantasyonlarindaki degisimin en aza
indirilmesi agisindan 6nemlidir [141]. Kinetik okumalarda kiivet enzim eklendikten
hemen sonra belirlenen dalga boyunda absorpsiyon veya emisyon 6lgliimii yapilmasi
icin programlanmig bir spektrofotometreye yerlestirilmelidir. End-point okumalarda
ise reaksiyon karigiminin belirli bir hacminin ¢ikarilmasi ve bu hacimde séndiirme

reaktifi ile karigtirilarak okuma yapilmasi onerilmektedir. Tim bunlara ek olarak
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enzim aktivite tayini c¢alismalarinda enzim icermeyen kontrol reaksiyon karigimi
formiile edilerek katalizlenmeyen iiriin olusumu veya bilesenlerin yeterli
¢oziinememesi sebebiyle meydana gelen arka plan sinyal miktar1 belirlenmelidir. Bu

degerler ‘kor degeri’ olarak kabul edilerek 6lgtim sonucundan ¢ikarilmahidir [142].

Caligmasi yapilan NADP*-bagimli R132H mutant IDH1 enziminin aktivite olgiim
caligmalarinda enzimin ¢ok yavas calisti§i ve hizli sonug¢ verilmesi gereken rutin
biyokimya laboratuvarlarinda kullanimina uygun olmadigi gézlemlenmistir. Mutant
enzimin NADPH tiiketiminin yavas olmasina ek olarak tiimor hiicrelerinde NADP™-
bagimli normal IDH'in R132H mutant NADP*-bagimli IDH ile birlikte eksprese
edilmesi a-KG'ye bagli NADPH tiiketimini artiracagi yoniinde bilgiler mevcuttur [6].
Her iki hiicre tipini bulundurmasi sebebiyle NADPH molekiiliiniin bir yandan iiretimi,
bir yandan tiiketimi enzimin tam otomatize aktivite Kkitinin gelistirilmesini

zorlagtirmaktadir.

Uretilen enzimin kiiltiir mayideki konsantrasyonunu artirma amactyla kiiltiir stvilarr —
80 °C’de dondurularak liyofilizasyona tabi tutulmustur. Bu islem esnasinda % 50
gliserol igerisinde bulunan normal tip enzimin hacminin 10’da birine disiiriilmesi
sonucunda aktivitesinde 4 kat artis gdézlenmistir. Kisa siireli (15 giin) stoklama
durumunda — 20 °C ve + 4 °C sicakliklarda saklanan 6rnekler arasinda belirgin aktivite
farki goriilmemistir. Yapilan bir ¢alismada rekombinant {iretilen enzimin — 80 °C ‘de
muhafaza edilmesinin 2 aydan kisa bir siire igerisinde enzimde aktivite kaybina yol

actig1 bildirilmistir[138].

Literatiirde timorlii hasta dokularindan elde edilen hiicre lizatlar1 ile yapilan
caligmalarda ortamda o-KG ve NADPH varliginda NADPH konsantrasyonunun
distiigi gozlenmistir. Farkli mikroorganizmalar ile yapilan ¢aligmalarda iiretilen
rekombinant enzimlerin kinetik ozellikleri su sekilde bulunmustur: NADP*-bagimli
IDH enziminin E. coli mikroorganizmasindan ekspresyonu gerceklestirilen bir
calismada ICT i¢in Km degeri 65 uM [6] ; baska bir ¢alismada ise Km degeri 43 (+17)
uM; ters karboksilasyon yoniinde a-KG i¢in Km degeri 1.4 (= 0.2) mM olarak
g6zlenmistir[139]. Bir bagka ¢alismada rekombinant tiretilen NADP*-bagimli normal
IDH enziminin izositrat i¢gin Km degeri 5.0 = 0.3 uM ; 0-KG igin K degeri 138 +£38
uM olarak hesaplanmistir[143]. 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada ise ICT ig¢in Km
degeri 6.2 uM olarak gozlenmistir [144]. Spodoptera frugiperda canlisinin overien

dokusunda bulunan Sf9 hiicreleriyle yapilan hiicre kiiltiirii calismasinda rekombinant
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tiretilen NADP*-bagimli IDH enziminin izositrat i¢in Km degeri 7 pM olarak
gozlenirken ters karboksilasyon reaksiyonunda a-KG i¢in Km degeri 43 uM olarak
bulunmustur [145]. Farkli bir ¢alismada rekombinant iiretilen NADP*-bagimli IDH
enziminin izositrat i¢in Km degeri 220 uM (+20) olarak hesaplanmistir [138]. NADP™-
bagimli IDH ile yapilan ¢aligmalar Tablo 5.1 ‘de 6zetlenmistir.

Tablo 5.1: Farkli ¢alismalarda tiretilen rekombinant NADP*-bagimli IDH Kwm

degerleri.
Aktivite alinan doku /
Ekspresyon konagi Km-ICT Referans
konagi
E. coli — rekombinant
uretim 65 uM [6]
E cpll — rekombinant 6.2 uM [144]
uretim
S19 hiicre kiltird —
rekombinant tiretim 7uM [145]
E cpll — rekombinant 43 £17 uM [139]
uretim
E cpll — rekombinant 5.0+03 uM [143]
uretim
E. coli — rekombinant 220 uM [138]
uretim
P. pastoris 108 uM Bu ¢alisma

Literatiirde rekombinant tiretilen NADP*-bagimli normal IDH enziminin ICT igin Km
degerleri 6.2 — 220 uM arasinda degiskenlik gostermektedir. Bizim ¢alismamizda
tiretilen rekombinant NADP*-bagimli IDH enziminin Ku degeri 108 uM olarak
hesaplanmistir. Diger ¢alismalarda tiretilen rekombinant enzimlerin bir gogundan daha

aktif bir enzim elde edilmistir.

NADP*-bagimli mutant enzimin aktivitesinin Ol¢limii amaciyla klinik kimya
analizorleri ile uyumlu kit gelistirme asamasinda literatiirle uyumlu olarak enzimin
aktivitesinden verim alinamamasi sebebiyle istenen diizeyde c¢aligmalar
gerceklestirilememistir. Aynt zamanda R132H ile NADPH kinetiginin dogru bir
sekilde belirlenmesi bu substrat i¢in ¢ok diisiikk Km degeri nedeniyle zor oldugu bilgisi
literatiirde yer almaktadir [143]. Normal tip NADP*-bagimli IDH enziminin
NADPH+H i¢in 50-100 uM araliginda bir Km gosterdigi halde, mutant enzim i¢in bu
degerin <500 nM oldugunu ve 100 katlik bir diisiis gosterdigi tespit edilmistir. Bu da

spektrofotometrik olarak bu enzim aktivitesinin olglimiinii olduk¢a zor hale
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getirmektedir. Oldukg¢a yavas ¢alisan ve diisiik aktivite gosteren bu enzimin kinetik
degerlendirmelerinin ~ yapilmasinin  anlamli  olmadigi  kanisina  varilmistir.
Reaksiyonun ¢ok uzun siirdiigii, yavas gerceklestigi diistiniilmiis, hizli ve dogru sonug
verilmesi gereken rutin biyokimya laboratuvarlarinda kullanilan otomatik kimya

analizorlerinde aplikasyona uygun olmadigi sonucuna varilmaigtir.

Literatiirde farkli mikroorganizmalardan izole edilen NAD*-bagimli IDH enzimleri ve

Kwm degerleri Tablo 5.2 ‘de gosterilmistir.

Tablo 5.2: izole edilen NAD*-bagimli IDH enzimleri ve Km degerleri.

Ekspresyonu yaptirilan

mikroorganizma Km (mM) Referans
Pyrococcus furiosus 0.0680 [146]
Ostreococcus tauri 0.2260 [147]
Campylobacter curvus 0.136 [148]
Acidithiobacillus thiooxidans 0.1800 [149]
Pseudomonas sp. 0.017 [150]
Saccharomyces cerevisiae 0,210 [151]
Streptococcus mutans 0.0750 [152]
Helicobacter pylori 0.1240 [153]
Shewanella putrefaciens 0.404 Bu ¢alisma

Bu verilere gore ¢aligmalarimiz sonucu iiretilen NAD"-bagimli IDH enziminin izole
edilen diger mikroorganizmalardaki IDH enzimlerine gore daha diisiik Km ‘e sahip
oldugu, substratina daha yiiksek afinite gosterdigi gozlenmistir. Aktivitesi oldukca iyi
Olciilebilen, piirifikasyonu yapilabilen bu iiretim sonucu elde edilen rekombinant
NAD*-IDH enzimi kullanilarak farkli bir TCA doéngiisii elemani olan akonitaz
enziminin aktivitesinin 6lglimii denenmistir. Hem mitokondride (Aco2) hem de
sitoplazmada (Acol) bulunan bir enzim olan akonitaz enzimi (Aco) TCA dongiisiinde
sitratin izo-sitrata tersinir izomerizasyonunu katalize eder [154]. Akonitaz enziminin
fonksiyonunda meydana gelecek degisikliklerin hiicrede lipitlerin sentezi ve [-
oksidasyonunda artma sonucu hiicrenin enerji metabolizmasinda degisiklige sebep
olarak metabolik ‘shift’i meydana getirir. Bu degisikligin hiicrede kanser gelisimine
sebep oldugu diistiniilmektedir [155]. Yapilan bir ¢alismada fumaraz hidrataz (FH)

enziminin genetik kodunda mutasyon bulunan hiicrelerin bozulmus akonitaz sentaz 2
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enzim aktivitesi gosterdigi, bunun sonucunda da kalitsal leiomyomatozis ve renal
hiicreli karsinoma gelisimine sebep oldugu gosterilmistir [156]. Bu kanser tiirlerinden
baska mide kanseri ve prostat kanseri ile de iliskili oldugu agiklanmistir [157, 158].
Prostat kanserinde Aco2 enziminin aktivitesinde azalma ile hiicre i¢ine ¢inko aliminu
kontrol eden proteinlerin (ZIP 1) down-regiilasyonu arasinda iliski gézlenmistir. ZIP
1, prostat kanserinde ¢inkonun tiikenmesine neden olabilecek bir ¢inko tasiyicisidir.
Bu degisiklik hiicre igerisinde sitrat oksidasyonunu bozarak prostat hiicrelerinin
metabolik farklilasmasina yol agar ve sitrat salgilayan non-neoplastik epitel
hiicrelerinin sitrat1 oksitleyen prostatik karsinom hiicrelerine doniistimiinii uyarir [155,

157].

Klinik olarak yiiksek 6neme sahip akonitaz enziminin katalizledigi TCA sikliisiiniin 2.

Basamagini olusturan reaksiyon Sekil 5.1 ‘de gosterilmistir.
Hji )

HQCli—COO- t H2(|3—COO-

HO—(l:—COO- Clll—COO-

H—(|3—COO- ] HC—COO-

:En Wr tu-":-‘l-<
I
|z
O—0
|
O O
o O
© ©

H—Cli— COO-
H H,O OH
. cis-Akonitat
Sitrat D-izositrat

Sekil 5.1: Akonitaz enziminin katalizledigi reaksiyon.

TCA sikliisiinlin akonitaz basamagindan sonraki basamagini olusturan izositrat

dehidrdogenaz enzim basamag ise Sekil 5.2 ‘de gosterilmistir.

H,C—CO0O0- .
izositrat dehidrogenaz H,C—COO0-
H—C—COO0- _
| + NAD* (mitokondri) e——— % H—C—H | wapg + oo,
H—?_COO' {NADP* (sitozol) O=C—C00- {NADPH}
OH
D- izositrat a - ketoglutarat

Sekil 5.2: TCA sikliisiiniin 3. basamagi olan IDH enzimi reaksiyonu.

Akonitaz enziminin aktivitesini 6lgmek amaciyla bir reaksiyon ortamina akonitaz
enziminin substratt olan sitrat molekiiliiniin eklenmesi sonucu reaksiyonun
gerceklesebilecegi ve liriin olarak izositrat olusacagi diisiiniilmiistiir. Rekombinant
tiretilen NAD™-bagimli IDH enziminin koenzim ve kofaktorleri ile ortama eklenmesi

sonucu akonitaz enziminin urini olan izositratin substrat olarak kullanilarak o-KG
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olusumunu katalizleyecegi ve reaksiyon ortaminda 340 nm de absorbans veren NADH
molekiilii  konsantrasyonunun artisindan  akonitaz  enziminin  aktivitesinin
Olctilebilecegi diisiinlilmiistiir. Bu amagla yapilan 6n ¢alismalar neticesinde 200 mM
pH=pKa Tris tamponu, 4 mM MgSQOs, 4 mM NAD*, 250 mM NaCl, 200 uL / 10 mL
rekombinant NAD*-IDH enzimi olarak hazirlanan birinci reaktif ile 200 mM pH=pK,
Tris tamponu, 2 mM NAD*, 6 mM, 50 mM sodyum sitrat olarak hazirlanan ikinci
reaktifin karistirilarak serumdan gelen akonitaz enziminin aktivitesinin Ol¢iilmesi
amaglanmustir. Yapilan ¢calismalar olumlu sonug¢ vermis tiretilen rekombinant NAD™-
bagimli IDH enzimi farkli bir enzim aktivitesinin 6l¢iimii i¢in tasarlanan kit i¢erisinde
kullanilarak akonitaz enziminin serumdan aktivitesinin Ol¢limiinii miimkiin hale
getirmistir. On calisma olarak baslanan bu kitin standardizasyonu icin calismalar

devam etmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan bu tez calismasi sonucunda NADP*-bagimli normal IDH enziminin
rekombinant iiretimi ve enzim aktivitesinin 6l¢iimii tam otomatize kimya analizoriine
uyumlu kit gelistirme asamalar1 basariyla tamamlanmustir. Bu sayede NADP*-bagimli
normal IDH enzim aktivite Ol¢iiminin klinikte kullanimi miimkiin olacaktir.
Gelistirilen teknik ile IDH enzim aktivitesinin hastaliklar ve tim diger klinik durumlar
ile iligkisi, genetik varyansi, iligkili oldugu hastaliklarda tani, tedavi ve klinik seyri ile
iligkisi hakkinda arastirmalar yapilmasmna olanak saglanmistir. Calismalari

tamamlanan bu kitin igerigi su sekildedir:

e 0.1 M pH=pKa Tris Tamponu
e 0.5mM NADP*

e 4 mM MgSO4

e 10 mM izositrat

e 40 mM KCI

e 9% 1 gliserol

e % 0.1 NaN3

+4 °C ‘de 90 giin stabil oldugu gozlenen bu kit oto-analizér ile uyumlu olmasi
agisindan alaninda tek olup muadili bulunmamaktadir. Bu amagla ‘NADP*-bagimli
izositrat dehidrogenaz enzim aktivitesi Ol¢iim metodu’ adiyla patent basvurusu
yapilmistir. Kitin standardize edilerek ticari boyutta {iretime baslanmasi durumunda
iilkemizde tretilen ve tiim diinyada pazar payia sahip yerli ve milli bir iirlin ortaya

konulmus olacaktir.

Uretilen NAD*-bagimli IDH enziminin akonitaz enzimi aktivitesi &lciimiinde
kullanilmast planlanmistir. Bu amagla yapilan 6n ¢aligmalar olumlu sonug¢ vermis,

amaglanan kitin optimizasyonu ve standardizasyonu i¢in ¢alismalar devam etmektedir.

Istenilen verim alinamayan rekombinant NADP*-bagimli R132H mutant IDH
tiretimden elde edilen enzimler i¢in ise verimi ve aktiviteyi artirmaya yonelik farkli

teknikler uygulanabilir. Glikozilasyon ile enzimin stablitesi ve aktivitesini artirmaya
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yonelik calismalar yapilabilir. Uretilen enzimin saflastiriimas: amaciyla kromatografik

metotlardan yararlanilabilir.

Diisiik sayida ve rasgele secilen numunelerle yapilan ¢alismalar neticesinde bazi hasta
serumlarinda bu enzimin aktivitesinde belirgin artigs gozlenirken, ALT, AST gibi
karaciger ile ilgili diger enzim aktivitelerinde referans aralifinin oldukga iistiinde
degerler elde edilen bazi numunelerde ise belirgin artis gozlemlenmemistir. Klinik
bilimler ile isbirligi saglanarak yapilabilecek bir caligma neticesinde bu fark

arastirilarak anlamlandirilabilir.

Bu tez calismasi rekombinant olarak iretilmis iki enzim, birinin igerisinde bu
enzimlerden biri kullanilarak gelistirilmis iKi tam-otomatize enzim aktivitesi 6l¢iim

kiti olmak iizere 4 iirlin iiretilmesiyle sonuglanmaistir.
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EKA

Denklem 2.1: Lambert Beer Denklemi:
I = I, x 1079b¢
Denklem 2.2: Matematiksel diizenlenmis Lamber- Beer Denklemi:

AA/dk x Total Volim (ml) x 10°

e X Istk yolu X Numune Volimi (ml)

Denklem 3.1: Michaelis-Menten Denklemi

Vinax [S]

Vo =
7 Ky + [S]

Denklem 3.2: Lineweaver-Burk denklemine gore:

1 (KM) 1 4 1
VO [S] Vmax

Vm ax

Denklem 3.3: Lambert-Berr Denklemi:
A = ¢ed.c

Denklem 3.4: Enzim kinetik okuma formiilii

AA/dk X T.V.(ml) x 106

Wi = — 73 X N.V.(ml)

Denklem 3.5: Kabul edilebilir kesinlik hesaplama formiilii:
CV, = (CV§ — 0.25)%°

Denklem 3.6: Olgiim i¢i CV hesaplama formiilii:

JMS,
CV (%) — %100

Denklem 3.7: Olgiimler aras1 CV hesaplama formiilii:

((MS1 - M52)>°'5

CV (%) = "Of x 100

Denklem 3.8: Laboratuvar i¢i CV hesaplama formiilii:
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(Vw + V)0

Denklem 3.9: Kor limiti hesaplama denklemi:
LoB = ortalama + 1.645 X SD
Denklem 3.10: En diisiik 6l¢iilebilir analit seviyesi hesaplama denklemi:
LoD = LoB + ¢, X SD

Denklem 3.11: LoD hesaplamasinda diizeltme faktorii (cp) hesaplama denklemi:

1.645

]
4(L - )

Cp =
1

Denklem 3.12: Kesinlik ve dogrulugu degerlendirilebilen en disiik analit limiti
hesaplama denklemi:

LoQ = LoD + 10 SD

120



EKB

Evrak Tarih ve Sayisi: 03/09/2018-5224

CBENFISLVH e

5 ¢ _ TC. _—
T 0. A3 8 BEZMIALEM VAKIF (/NIVERSITES]

A Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
BEZMIALEM

VAKIF UNIVERSITES)

Sayi  :97706721-900-
Konu : Etik Kurul

ILGILIi MAKAMA

ligi  :Prof. Dr. Sahabettin SELEK'in, 28.08.2018 tarihli dilekgesi.

Prof. Dr. Sahabettin SELEK'in ilgi dilekgesi geregince, "Tam Otomatik Izositrat
Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Olgiim Kitinin Gelistirilmesi ve [zositrat Dehidrogenaz
Enziminin - Rekombinant  Uretimi" isimli  calismayr  Hastanemiz  Tibbi Biyokimya
Laboratuvari'nda uygulama istemi Etik Kurul onayi ile beraber basvurmasi halinde Tibbi
Direktérliigiimiizce uygun bulunmustur.

Geregini bilgilerinize arz ve rica ederim.

e-imzahdir
Prof.Dr. Fadlullah AKSOY
Hastane Tibbi Direktérii

Mevcut Elektronik imzalar

Mehmet Fadiullgl sy bianiage: IIM//W&EM%I:m.edu.:r/enVision/nogrula/anu'H

Adres:Bezmialem Vakif Universitesi Adnan Menderes Bulvari (Vatan Caddesi) Fatih / Bilgi igin: Esma ARAC
Istanbul Unvani: Evrak Sorumlusu
Telefon:0(212) 453 17 00 - 4949 Faks0 (212) 453 18 79

e-Posta:info@bezmialem edu.tr Elektronik Ag www.bezmialemhastanesi.com

Bu belge 5070 sayil Elektronik imza Kanununun 5. Maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.

121



EKC
Evrak Tarih ve Saysi: 22/10/2018-16075

mm%m BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI REKTORLUGU

BEZMIALEM Girisimsel Olmayan Arastrmalar Etik Kurulu

VAKIT UNIVERSITES

Sayr - 54022451-050.05.04-
Konu - Euk Kurul Karan

Sayn Prof Dr. Sahbettin SELEK

16.102018 tarihinde yapilan Girisimsel Olmayan Arastrmalar Etik Kurulu
toplanusinda "Tam Otomatik Izositrat Dehidrogenaz Enzim Aktvitesi Olgam Kitinin
Gelistinlmesi ve izositrat Dehidrogenaz Enziminin Rekombinant Uretimi” baslikhi bagvurunuz
degerlendirilmis olup karar yazis: ektedir.

Bilgilerinize.
e-imzahdir
Prof Dr. Ismail MERAL
Baskan

Ek: Karar Yazisi (2 sayfa)

22/1072018 Sek. Elif Gamze ASLAN
Adres: Bezmblem Vakaf Universises: Adnan Menderes Bulvan (Vatan Coddess) Fanh | lstanbul Bl o Elif Gamae ASLAN
Telefon:0 (212) 523 22 88 FakeO (212) 833 23 26 Unvase Sekreter
e-Postinfolibermizlem edutr  Elektronik AZ-www. b derm edu. tr

Bu belge 5070 sayih Elektronik Imza Kanununun 5. Maddesi geregince giivenii elektronik imza ile imzalanmistir.

122



OZGECMIS

Ad1 Soyad : Fatmanur KOKTASOGLU
Dogum Tarihi Yeri :

e-posta

OGRENIM DURUMU:

« Lisans :2006 2012, Afyon Kocatepe Universitesi, Tip Fakiiltesi

« Doktora : 2016 — halen, Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisti T1ibbi Biyokimya

MESLEKI DENEYIMLER:

« 2012 —2013 yillari arasinda Sanlurfa Bozova Ilge Saglhik Miidiirliigiine baglh aile
hekimi olarak calisti.

« 20152016 yillar1 arasinda istanbul Kartal Ilce Saglik Miidiirliigiinde evde saglik
hekimi olarak gdrev yapti.

« 2016 yilindan beri Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Biyokimya boliimiinde

arastirma gorevlisi olarak ¢aligmaktadir.

YAYINLAR:

Ozer, O. F., Akbulut, H., Guler, E. M., Caglar, H. G., Gevher, F., Koktasoglu, F.,
Selek, S. (2019). Oxidative stress and phenotype frequencies of paraoxonase-1 in
teratozoospermia. Andrologia. Sep;51(8):€13299. doi: 10.1111/and.13299. Epub 2019
Apr 22. PMID: 31012132,

Caglar, H. G., Selek, S., Koktasoglu, F., Koyuncu, I., Demirel, M., Sarikaya, A.,
Meydan, S. (2019). Effect of Camellia sinensis, Hypericum perforatum and Urtica
dioica on kidney and liver injury induced by carbon tetrachloride in rats. Cellular and
Molecular Biology. Jun 30;65(5):79-86. PMID: 31304911.

123



Kocyigit, A., Aydogdu, G., Balkan, E., Yenigun, V.B., Guler, E.M., Bulut, H.,
Koktasoglu, F., Goren, A.C., Atayoglu, A.T. (2019). Quercus pyrenaica Honeydew
Honey With High Phenolic Contents Cause DNA Damage, Apoptosis, and Cell Death
Through Generation of Reactive Oxygen Species in Gastric Adenocarcinoma Cells.
Integrative Cancer Therapies. Jan-Dec;18:1534735419876334. doi:
10.1177/1534735419876334. PMID: 31556752; PMCID: PMC6764044.

Baki, A., Ozer, O. F., , Yildiz, M., Koktasoglu, F. (2020) Serum Melatonin Levels
in Patients with Sudden Sensorineural Hearing Loss. Bezmialem Science. 8(3):269-
274.

124



