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OZET

GALAKTOZILTRANSFERAZ-I ETKILESIM YUZEYININ
YONLENDIRILMIS MUTAGENEZ VE IN VIVO FRET ( FORSTER
REZONANS ENERJi TRANSFER) ANALIZI YONTEMIYLE
KARAKTERIZASYONU

YESILYURT B. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji
programu, yiiksek lisans tezi, AYDIN 2016

Glikozilasyon, protein ve lipidlerin gegirdigi en iyi bilinen sentez sonras1 modifikasyonlardan
biridir. Dogru bir glikozilasyon, hiicresel tanima, immiinolojik aktivite, hiicre sinyalizasyonu
ve biyolojik ¢esitlilik i¢in son derece Snemlidir. Glikan dallanmasi ve bu siirecte seker
eklenmesi glikozilasyonun temelidir ve sekerleri transfer eden glikoziltransferaz enzimleri
tarafindan kontrol edilen bir olaydir. Bu enzimlerde olusan bozukluklar tiim organizma tipleri
icin hayati sorunlara yol agmaktadir. Fakat heniiz glikoziltransferaz enzimlerinin patolojik
kosullarda ve saglikta nasil calistiklar1 detayli olarak belirlenememistir. 1960° lardan
giiniimiize, ¢ok sayida glikoziltransferaz enzimlerinin homomerik ve heteromerik ¢aligma
bicimlerine dair aragtirmalar yapilmistir. Biyoinformatik, molekiiler biyoloji, ve hiicre
fizyolojisi alanindaki yeni gelismeler, protein — protein etkilesimi ile ilgili daha ¢ok veri elde
etmemizi saglamistir. Tiim bunlarin 15181nda ¢alismanin amaci, Beta 1 - 4 Galaktoziltransferaz
ezminin etkilesim yilizeyini yonlendirilmis mutagenez ve FRET analizi ile belirlemektir. Bu
dogrultuda, aday amino asitleri belirlemek igin bir web sunucusu olan ClusPro kullanilmistir.
Belirlenen aday amino asitler (282 Try, 283 Val, 284 Glu, 359 lle) Agilent mutagenez Kkiti
kullanilarak teker teker glisin ve aspartik asite ¢evrilmek ilizere mutasyona ugratilmistir.
Mutant cDNA lar mCherry ve mVenus FRET vektorlerine yerlestirilmistir. Cos-7 hiicre
hattina transfekte edilen plazmidlerin iirettigi mutant proteinlerin hiicre i¢i yerlesimi LSM
konfokal mikrokop kullanilarak dogrulanmistir. FRET analizi Operetta PerkinElmer cihazinda
gerceklestirilmistir. Sonug olarak; elde edilen FRET analiz verilerine gore; 282. , 283. ve 359.
bélgeler etkilesim yiizeyinden sorumlu olmasi muhtemel bélgelerdir. Ozellikle 283. bdlgede

yer alan valin amino asidi, homomerik etkilesimde 6nemli rol oynuyor olabilir.

Anahtar Kelimeler: Beta 1 - 4 Galaktoziltransferaz-1 , ClusPro, Protein — protein etkilesimi,
FRET, Konfokal Mikroskopi



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF GALACTOSYLTRANSFERASE-I
INTERACTION SURFACE BY SITE DIRECTED MUTAGENESIS AND
IN VIVO FRET (FORSTER RESONANCE ENERGY TRANSFER)
ANALYSIS

YESILYURT B. Adnan Menderes University Institute of Health Science, Physiology
(Medicine) program, Master thesis, AYDIN 2016

Glycosylation is one of the most known post translational modification of proteins and lipids.
Proper glycosylation is essential for many biological events such as cell recognition,
immunological activity, cell signalling and biological diversity. Glycan branching and sugar
addition are the backbone of glycosylation. The regulation of glycan branching is under
control of glycosyltransferase enzymes. It is known that any defects of these enzymes leads to
severe consequences for all organisms. Yet, the working mechanism and details of
glycosyltransferases in both health and diseases remain unclear. Since 1960s, many of articles
has been published that glycosyltransferases may form homomeric and heteromeric
complexes with each other. The recent developments in bioinformatics, molecular biology
and cell physiology, let us to know much more information about protein — protein
interactions. The aim of this study is, to find out Beta 1-4 Galactosyltransferase-1 enzyme
interacting surface by using site directed mutagenesis and FRET technique. Therefore, we
used ClusPro web server to predict protein — protein docking positions and relevant amino
acids. After that, candidate amino acids (282 Try, 283 Val, 284 Glu, 359 lle) which they have
potentially responsible for homomeric interaction have been mutated into glycine and aspartic
acid via using Agilent Site-Directed Mutagenesis Kit. The mutant cDNAs are inserted
mCherry and mVenus FRET plasmid contructs then transfected to Cos-7 mammalian cell
line. The localization of mutant enzymes confirmed by LSM confocal microscopy. FRET
measurements performed in Operetta, PerkinElmer. As result, 282", 283 and 359 regions
might be possibly responsible for interacting surface. According to FRET ratios, particularly

283" region valine could be a good interaction point between two GalT-1 homomers.

Key words: Beta 1-4 Galactosyltransferase-1, ClusPro, Protein — protein interaction, FRET,

Confocal Microscopy

Xi



1.GIRIS

Tipik bir memeli hiicresinde 1 milyara yakin protein bulundugu bilinmektedir (Good ve
ark, 2011). Bu proteinlerin yaklasik yaris1 glikozilasyon siirecinden gegmis olup N- veya O-
bagl glikan dallar1 tasimaktadir (Hart, 1992; Varki ve ark, 2008). Uc farkli bolmeye ayrilan
Golgi organelinin igerisinde gergeklesen glikozilasyon siirecini, her bir kismina 6zgii olmak
tizere, monomerik seker birimlerini u¢ uca ekleyen 6zellesmis glikoziltransferaz enzimleri

yOnetir.

Glikan dallarinin patolojik ve saglikli durumlarda farkli oldugu, sinyal iletiminde,
kanserin olusum siireci ve metastazi gibi kritik siireglerde kilit tast oldugu kesfedildikten sonra
glikoziltransferaz enzimlerinin bu denli basit monomerik birimlerden nasil karmasik glikan
dallar1 olusturdugu arastirma konularina yansimistir. Her bir Golgi bdliimiinde bulunan
glikoziltransferaz enzimlerinin kendi iglerinde homomer veya heteromer olusturduklarinin
kesfi ile birlikte (Nilsson ve ark, 1996) bu kompleks yapilarin ne sekilde oldugu ¢oziimlenmeye

baslanmugtir.

Homomerik veya heteromerik yapilarin glikan dallarinin olugumu sirasinda farkl
monomerik birim kombinasyonlarim1 tasiyacak sekilde Ozellestigi, bazi enzimlerin
konformasyonel olarak agilip kapanabilme 6zelliklerinin oldugu saptanmustir (Lo ve ark, 1998;
Guo ve ark, 2001). Birgok farkli tipi bulunan transferaz enzimlerinin igerisinden glikan
dallarinin  ucunda bulunan galaktoz sekerini tasiyip glikan zincirine ekleyen
galaktoziltransferaz enziminin eksikliginde 6lime kadar giden kanser, immiinolojik yanit
yoksunlugu gibi agir tablolar olusacagi mutasyona ugratilmis hayvan deneylerinde rapor
edilmistir (Evans ve ark, 1993). Buna ek olarak bir¢ok patolojik tabloya GalT-1 enziminin
calisma bi¢im bozukluklarinin neden oldugu bilinmektedir. Kellokumpu ve ark, (2015) te
Galaktoziltrasferaz-1 (GalT-1) enziminin homodimer seklinde c¢alistigini belirlemislerdir.
Fakat hangi amino asit pozisyonlarimi kullanarak homodimer olusturdugu heniiz
kesfedilmemistir. Bu nedenle ¢alismanin amaci; GalT-1 Golgi galaktoziltransferaz enziminin
kompleks homodimer olusturabilecek pozisyonel amino asitleri biyoinformatik yontemlerle
belirlemek ve belirlenen aday bolgeleri yonlendirilmis mutasyona ugratarak in vivo ortamda

homomerik etkilesim oranlarin1 FRET teknigi ile 6lgmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Glikozilasyon

Canliligin temelini olusturan temelde bes adet makromolekiil bulunmaktadir. Bunlar
lipidler, niikleik asitler, proteinler, enerji veren fosfatli bilesikler ve karbohidratlardir. 20.
yilizyilin son ¢eyregine kadar hakkinda pek az bilgi sahibi oldugumuz karbohidratlar1 sadece
enerji veren makromolekiiller olarak simiflandirma yoluna gidilse de, yakin zamanda
karbohidratlarin enerji verme islevinin yanmi sira, canliligin mimarisini olusturan temel
molekiiller olduklar1 kesfedilmistir (Sharon ve Lis, 1993; Reuter ve ark, 1988; Lehninger ve
ark, 1993). Akiskan mozaik zar yapisinda ve sitosolde farkli birimlerden olusan ve farkli
islevlere sahip birgok farkli glikan tipi mevcuttur. Glikan yapilari; hiicre - hiicre tanima
tutunmasinda, hiicre - matriks iligkilerinde, yangi gibi en temel biyolojik ve biyokimyasal

reaksiyonlara aracilik ederler (Dube ve Bertozzi 2005).

Glikanlarin pek azi tek basina islevsel olsa da, hemen hepsi protein, lipidler gibi farkli
makromolekiillerle birleserek glikoprotein ve glikolipidleri olustururlar. Bu olusumlardan
glikoproteinler, protein sentezi sonrasi bir modifikasyon olan glikozilasyon islem basamaklari
sonucu protein lizerine eklenir. Proteinin islevini degistirdigi gibi, hiicre igerisinde nereye
yonlendirilecegini ve parcalanip par¢alanmayacagina da aracilik ederler (Helenius ve ark, 1997,

Kleene ve Berger, 1993).

Glikanlar, protein ile kimyasal bag kurmadan Once hiicre igerisinde monomerik
birimlerinin bir araya gelip organize olmasiyla farkli kombinasyonlarda dallanmalar
olustururlar. Olusan glikan zincirleri iki farkli sekilde protein tizerine eklenebilir. Bunlardan
ilki ve iyi anlagilmis olani protein tizerindeki Asn-X-Ser/Thr-Y (X ve Y prolin diginda herhangi
bir amino asit olabilir) amino asit dizisindeki asparajin amino asidine baglanabilen N-bagli
glikozilasyondur (Gavel ve Heijne, 1990). Diger glikozilasyon tipi O-bagl glikozilasyondur.
Bu tip glikozilasyonda her bir O-glikozillenmis protein igin bir ortak dizi bulunmasa da yaygin
bi¢cimde Ser/Thr/Pro amino asit dizisi ile bag kurarlar (Brockhausen, 2006). Temel monomerik
seker birimleri ve glikozilasyon tipleri N- ile O- olmak tizere Sekil 2.1. ‘de gosterilmistir. Her
iki glikozilasyonda monomerik seker birimlerini transfer eden cesitli glikoziltransferaz
enzimleri bulunur. Bu enzimlerin ¢aligma bi¢imi, aktivitesi, genetik kontrolii ve ortam sartlari

glikan dallarinin yapisini, dagilimim ve etkinligini degistirmektedir (Breton ve ark, 2006).



2.1.1. N- Bagh Glikozilasyon Siireci

Taylor ve Drickamer (2011) ‘e gore, N- Baglh glikanlar temel olarak ii¢ basamakta
sentezlenir. Ik basamak graniillii endoplazmik retikulum (GER) liimeninde lipide bagli dncii
oligosakkarit olusturulmast ile baslar. UDP-GICNAc ve GDP-Man, scker verici
niikleotidlerden 2 GIcNAc ve 5 Man eklenmesini katalizler. Glikan dali daha sonra GER
liimenine tasinir. Bu siirecin temel elemanlardan biri olan Dolikole ilk olarak iki GICNAc ve
bes Man ER zarinin sitosole bakan tarafina eklenir. Olusan ara iiriin bir tasiyici ile ER liimenine
flip hareketi ile geger. Daha sonraki monosakkaritler ER liimeninde eklenir. GER liimenine
tasinmasindan sonra 4 Mannoz ve 3 Glukoz eklenir. Glikozidik baglarin olusumu i¢in gerekli
enerji, seker-fosfat baglarindan elde edilir. ilk GlcNAc, lipit dolikol-P’a UDP-GICNAC
vericisinden GIcNAc-1 fosfotransferaz enzimiyle eklenir. lkinci GIcNAc GIcNAC-
Transferaz enzimiyle eklenir. Bes Man GDP-Man vericisinden Man-transferaz enzimiyle
eklenir. Dort Man daha Man Vericisinden (Dol-P ve GDP-Man ‘dan yapili) Man-transferaz
enzimiyle eklenir. Ug¢ Glc Gle Vericisinden (Dol-P ve UDP-Glc ‘dan yapili) Glc-transferaz

enzimiyle eklenir. Bu asama Dolikol-Oligosakkarit 6nciisiiniin sekillenmesi tamamlanir

Ikinci asama oligosakkaritlerin blok halinde polipeptide tasinmasidir. Bu basamak,
birinci basamak gibi GER’de gergeklesir. GlcNAc-Asn bagi Oligosakkariltransferaz ile
kurulur. OST, GER liimeninde riboforin proteinlerine yakin yer alir. Uzayan polipeptitte Asn-
X-Ser/Thr dizisini tanir. Katlanmamis polipeptide oncii oligosakkaritleri tagir. Asn-X-Ser/Thr
dizisi polipeptidlerin yiizeyindedir. Enerji, glikan-fosfat bagmin kirilmasindan saglanir.
Fosfataz Dolikol-fosfat olusturmak igin gereklidir, Asn-X-Thr/Ser sirasini tasir. X, prolin

disinda herhangi bir amino asit olabilir.

Uciincii asama oligosakkaritlerin olgunlasmasidir. Bu basamak icin, ilk trimler GER
limeninde, izleyen trimler Golgi’de devam eder. Ekzoglikosidazlar H>O katilimiyla glikozidik
bagi kirarlar. Ug glukoz kalintisinin uzaklastirilmasit GER liimeninde meydana gelir. Glikosidaz
| en ug glukoz monosakkaridini, Glikosidaz Il diger iki glukoz kalintisin1 koparir. 3.glukozun
uzaklastirilmas1 GER’ dan tasinma sinyali olusturur. Ug glukoz sirali olarak uzaklastirilir.
Glcasel u¢ Glc’ u ayirir, Gleasell ugtaki ikinci Gle’ u ve ugtaki ligiincti Glc’ u ayirir. Bu asama
son Golgi kisminda gergeklesir ve galaktoziltransferaz (GalT-1), sialiltransferaz (ST) gibi

0zel enzimler seker dallarinin uglarina galaktoz, sonrasinda sialik asit ekler (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. : Temel seker birimleri (sol iist) ile N- ve O- Glikozilasyon tipleri https://www.neb.com/ ‘dan
Tiirkcelestirilmistir.

Son Golgi

Orta Golgi
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Endoplazmik Retikulm
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Oligosakkaril- Golgi GlcNAc- Golgi GlcNAc-  Galaktozil- Sialil-
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lve ll 1A, 1B, IC | Il Il
ER
mannosidaz @ Glukez @ Mannoz B GicNAc Dolikal
O Galaktoz @ SialikAsit “~——~— Protein dizisi fosfat

Sekil 2.2. : Glikozilasyon siirecinde glikan trimlenmesi ve dallanmasi (Taylor ve Drickamer, 2011)
Tiirkgelestirilmistir.



2.2. p 1-4 Galaktoziltransferaz | (EC 2.4.1. 38) Enziminin Yapisi ve Islevi

Qasba ve ark (2008)’ a gore, p 1-4 Galaktoziltransferaz | (GalT-1), (EC 2.4.1. 38) orta/son
Golgi’ de UDP-Gal bilesiginden galaktozu, N-asetilglukozamin’ in ucuna 6zgi  1-4 bagini
kullanarak ekleyen bir glikoziltransferaz enzimidir. Golgi’ nin yani sira hiicre yilizeyinde de
bulunabilirler. GalT-1 enziminin Golgi’ nin hangi bolgesinde bulunduguna dair birgok ¢aligma
yapilmistir. Edinilen bilgilere gore tip II zar1 kat eden enzimler sinifina dahil edilmistir (Berger
ve ark, 1981; Roth ve Berger, 1982; Rabouille ve ark, 1995). Kisa bir N-terminal sitoplazmik
domaini, membrani kat eden bir bolge ve son-Golgi limeni ile yiizlesen bir C-terminal domaini
bulunmaktadir. Katalitik kism1 iki adet uzun ve kisa olmak iizere bolgeden olugur. Temel metal
baglanma bolgesi N-terminal ugta bulunmaktadir. Oldukga ilging olmakla birlikte GalT-1
enziminin seker ile yiizlesen kism1 konformasyonel degisim gecirerek agik ya da kapali hal
alabilir. Ayn1 zamanda a-laktalbiimin (LA) i¢in de bir baglanma bdlgesi bulunmaktadir. Sadece
meme bezlerinde bulunan bu protein ile galaktoziltransferaz enzimi laktasyon doneminde
reaksiyona girerek laktoz sentezler. Galaktoziltransferaz enzimlerinin alt tiperi ve ¢esitleri
bulunmaktadir. Bunlardan baslicalar1  1-3, B 1-6, al-3 , al-4. olmak {izere en az 7 tipi oldugu
bilinmektedir (Lo eve ark, 1998; Guo ve ark, 2001).

GalT-1 enzminin ¢alisma bigimi ve biyolojik 6zelliklerini karakterize etmek i¢in birgok
calisma yapilmistir. Arastirmalar sonucunda hiicre yiizeyinde de bulunabilmesinden dolay1
hiicre — hiicre ve hiicre — matriks arasinda tutunmay1 sagladig: kesfedilmistir (Evans ve ark,
1993). Embriyonik siireclerde bu enzimin mutasyonu sonucu yeni dogan canlilarda 6liim ve
fenotipik anomaliler gézlemlenmistir. GalT-1 enzim domainlerinden uzun olan kismi mutasyon
ile elemine edildiginde ise hiicre etkilesimleri yoniinden tutunma sorunlari goériilmiistiir
(Rodeheffer ve ark, 2002). GalT-1 enzminin ¢ok ifade edilmesi ise hiicre — hiicre tutunma
kapasitesini arttirarak murin melanomasinda normalden daha ¢ok invazyon gerceklesmesine
sebep olmustur (Johnson ve ark, 1999). Zhu ve ark, (2005) ¢ in arastirmasina gore, yiiksek
derecede metastatik 6zellik kazanan akciger kanseri hiicrelerde GalT-1 ifadesi hiicre yiizeyinde
ciddi oranda artig gostermistir GalT-1 enzimi ayn1 zamanda hiicre yiizeyinde B1 integrin gibi
“davranarak™ ekstraseliiler matriks elemanlarindan laminin ve fibronektin proteinleriyle
etkilesime gecebilmektedir. Bu etkilesimler fokal adezyonda tirozin fosforilasyonunu uyararak

tiimor hiicrelerin invazyonunu baglatabilirler.



2.3. Glikoziltransferaz Enzimleri Arasinda Protein — Protein Temelli Etkilesimler

Glikozilasyon siirecinin kesfiyle birlikte enzimlerin ¢alisma bi¢imleri de merak konusu
haline gelmistir. Oyle ki, her bir glikoziltransferaz enzim kinetigi ve substrat tanimlamasiyla
ilgili oldukca zengin bir literatiir gecmisi bulunmaktadir. 21. yiizyilda gelistirilen ileri
molekiiler biyolojik teknikler yardimiyla klasik enzimolojiye dayali glikoziltransferaz enzim
mekanizmasi iizerinde yapilan ¢alismalar, yerini daha hassas dlgiimler yapabilen tekniklere
birakmistir. Bunlarin i¢inden BiFC ve FRET teknikleri protein — protein etkilesimi

Olciimlerinde yliksek hassasiyete dayali olmalart sebebiyle tercih edilmeye baslanmistir.

Ik olarak glikoziltransferaz enzimlerinin diger enzimlerle kompleksler olusturduklar:
1970 lerin baslarinda kesfedilmistir. Laktoz sentaz (EC 2.4.1.22) adi verilen bu enzim o-
laktalbiimin ile GalT-1 in birlesmesinden olusan bir komplekstir ve siit bezlerinde laktoz
tiretiminde islev goriir (Brodbeck ve Ebner, 1966; Kleea ve Klee, 1972). Daha sonra,
ksiloztransferaz enzimi ile GalT enzim komplekslerinin kondroitin siilfat’in sentezini baglattig
belirlenmistir. Noral glikolipidlerin biyolojik gorevlerinin kesfinden sonra bu molekiilleri
katalizleyen enzimlerin kesfi ger¢eklestirilmistir. Bu sirada N-asetilgalaktozaminil transferaz
ile GalT 1n birarada kompleks olusturarak noral glikolipidleri sentezledikleri ortaya
konulmustur (Fishman, 1974). Nillson ve ark (1996) tarafindan Orta-Golgi enzimlerinden olan
GIcNACT1 ve mannozidaz Il arasindaki etkilesim 6zel bir metot gelistirilerek saptanmaistir.
Fakat bu komplekslerin GalT enzimi ile olmuyor olmasi1 arastirmalar1 sonucunda, orta-Golgi

enzimlerinin kendi aralarinda kompleks olusturdugu sonucunu yaratmaistir.

Enzimlerin heteromerik kompleksler olusturabildiklerinin  yaninda homomerik
baglantilar da kurabildikleri ¢ok gegmeden kesfedilmistir. Bunun ilk 6rnegi GalT-1 enziminin
yiiksek molekiiler agirlikli oligomer / homodimerlerinin memeli hiicrelerinden izole edilmesidir
(Teasdale ve ark, 1994) . Benzer oligomerler ST6Gal-1, FucT-I, FucT-1Il, FucT-VI, GIcNACT-
V enzimleri i¢in belirlenmistir (Opat ve ark, 2000). Belirlenen enzim tiplerine ek olarak, bu tez
calismasini birlikte yiiriittiglimiiz ekip tarafindan gegmiste homodimer olduklar1 6ne siiriilen
tim bu Orneklerin homomer olusturduklari dogrulanmakla birlikte GIcNAT-I, 1, GalT-I,
ST6Gal-1, ST3Gal-II gibi enzimlerinin de canli hiicrelerde homomer olusturduklar

belirlenmistir (Hassinen ve ark, 2010; Hassinen ve ark, 2011).



2.4. Protein — Protein Temelli Etkilesimlerin Biyoinformatik Yaklasimlar Kullanarak
Tahmin Edilmesi

Iki proteinin etkilesip etkilesmediginin cesitli klasik biyokimyasal teknikler kullanilarak
kesfedilmesinin ardindan bu proteinlerin in vivo ortamda 3 boyutlu olarak nasil etkilestikleri
{izerine ¢alismalar hiz kazanmistir. izole edilen enzimlere ait in vivo ortamda elde edilen tiim
biyokimyasal ve fizikokimyasal verilerin yiiklenebildigi global protein veri bankasi (PDB)
(www.pdb.org) olusturulmustur. Protein etkilesimi lizerine arastirmalar yapan arastiricilar,
molekiiller aras1 etkilesimleri bilgisayar ortaminda hesaplayip karsilastirabilen sanal sistemler
olusturmuslardir. Bu sistemlerin ilk 6rneklerinden biri, Boston Universitesi’ne ait ClusPro

sunucusudur (www.nrc.bu.edu/cluster).

ClusPro tam anlamiyla otomatize edilmis, protein — protein homolojisinin hangi
pozisyonel amino asitler araciligi ile olustugunu bulabilmek igin bir ¢ok algoritma kullanarak
hesaplamalar yapabilen web tabanli bir bilgisayar sunucusudur (Comeau ve ark, 2004). ClusPro
sunucusuna PDB’ den secilen proteinler yiiklenerek sistemin iki protein arasinda olasi
etkilesimleri hesaplamaktadir. Program her gecen giin gelistirilen algoritmalar araciligiyla iki
protein {izerinde serbest enerjiye sahip eslesmeye uygun olabilecek amino asitler milyarlarca
kombinasyon arasindan hesaplanarak belirlenmektedir (Camacho ve ark, 2002; Smith ve
Sternberg, 2002).

Bu ¢alismada B 1 - 4 Galaktoziltransferaz | (EC 2.4.1. 38) enziminin homomer olusturup
olusturmadigini test etmek i¢in ClusPro kullanilmigtir. Milyarlarca kombinasyon arasindan
birinci GalT-1 igin 37, ikinci GalT-1 i¢in 27 adet bdlge belirlenmistir. 37 bolge igerisinden
PyMol molekiil goriintiileme programi kullanarak en iyileri se¢ilmistir. FRET tabanli homoloji

deneyleri i¢in secilen aday bolgelere ait molekiiler goriintiilemeler Sekil 2.3. ‘te gosterilmistir.

Sekil 2.3. © te gosterildigi iizere PyMol programinda ClusPro sunucusu sonucu elde edilen
homoloji verileri ve amino asitler aras1 uzakliklar gosterilmistir. GalT-1 enzimi hakkinda
halihazirda bilinen veriler biyoinformatik yaklasimla homoloji agisindan degerlendirilmistir.

GalT-1 enzimi amino asit dizisi ve segilen amino asitler Sekil 2.4.  te gosterilmistir.


http://www.pdb.org/
http://www.nrc.bu.edu/cluster

Sekil 2.3. : Tiim bolgelerin amino asit temelli karsilikli iliskileri 282. bolge (a), 283. Bolge (b), 359. Bolge (c),

284. Bolge (d)

19
MELEEPLLSG
a0

POLVGVSTPEL

1140
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1a0
LELVAEQONEN
210
VLOROQLDYG
260

LIFMNDHNAY
310
NGFPHNYWGH
&0

PNPORFDEA

Sekil 2.4. : GalT-1 enzimine ait amino asit dizisi ve segilen bolgeler. Y :Tirozin, V: Valin Q: Glutamat, I: 1zoldsin
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. p 1-4 Galaktoziltransferaz Enzimine Ait Sentetik DNA Dizisinin Mutasyona

Ugratilacak Bolgelerinin Biyoinformatik Olarak Belirlenmesi ve 3 Boyutlu Modellenmesi

Galaktoziltransferaz enzimi protein sekansi lizerinde olast homomerik etkilesimi
saglayan bolgelerin belirlenmesi i¢in ClusPro protein eslestirme programi ve bu programin
modiilleri olan DOT ve ZDOCK kullanilmistir. Galaktoziltransferaz enzimine ait olan dijital
Protein Data Base dosyasi (4L41) programa yiiklenmistir. Yiiklenilen monomerik BGalT]1
enzimi tizerinde belirli bir diizeyde serbest enerjiye sahip amino asit rezidiilerinden protein -

protein etkilesiminde is gérmesi muhtemel bolgeler belirlenmistir.

Tiim bu islemlerin yapilabilmesi i¢in milyarlarca kombinasyonu hesaplayabilen siiper-
bilgisayarlar kullanilmistir. Neticede 282, 283, 284 ve 359 numarali amino asitler se¢ilmistir.
En iyi homodimer kompleksi belirlendikten sonra 3 boyutlu goériintiilleme i¢in PyMol yapi1

biyokimyas1 programi ( versiyon 1.4.1. Schrodinger, Inc.) kullanilmistir ( Sekil 3.1.) .

[N PyMOL Viewer

316 32
DDDIFNRLVFRGE

PyMOL>_ [_IT iz

Sekil 3.1. : Monomerik bir Galaktoziltransferaz enzimi, PyMol programu ile goriintiilenen eslesmede
olast1 i goren bolgeler; 282 (kirmizi), 283 (yesil), 284 (mavi), 359 (acik mavi).


https://en.wikipedia.org/wiki/Schr%C3%B6dinger_(company)

3.2. p 1-4 Galaktoziltransferaz Enzimine Ait cDNA Dizisinin Mutasyona Ugratilmasi
3.2.1. Mutasyona Ugratilacak Bolgeye Ozgii Primer Tasarimi

Galaktoziltransferaz enzimine ait niikleotid dizisi (NM_001497.3), QuikChange

Lightning (Agilent) yonlendirilmis mutasyon kiti kullanilarak mutasyona ugratilmak iizere

http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp web sunucusuna yiiklenmistir. Bu
program araciligiyla 282, 283, 284 ve 359 numarali bolgelerdeki amino asitleri degistirmeye
yonelik Tablo 3.1. ‘de belirtildigi tizere, degistirilecek niikleotidler segilerek 3° ve 5’
bolgelerine 6zel forward ve reverse primerler tasarlanmistir (Tablo 3.2.). Amino asitler igin
degisim tablosu (Tablo 3.1) asagidadir. Bu tabloya gére web sunucusu tarafindan tasarlanan

primerler, sentezlenip ve satin alinmistir (Sigma Aldrich).

Tablo 3.1. : Amino asit degisim tablosu, kirmizi ile igsaretlenen niikleotidler yeni niikleotidlerdir.

Am'i'no a;it Kodon Sentezlengn 2O Yeni kodon | Yeni amino asit
Bolgesi asit

GGT Glisin
282 TAT Tirozin

GAT Aspartik Asit

GGT Glisin
283 GTT Valin

GAT Aspartik Asit
284 CAG Glutamin GGG Glisin

GGT Glisin
359 ATT [zol6sin

GAT Aspartik Asit

10


http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp

Tablo 3.2 : Niikleotid degisimi igeren 5’ ve 3’ primerler

Primer Adi (Sense ve antisense)

Primer Sekansi (5' ve 3")

282 Gly sense
282 Gly as

282 Asp Sense
282 Asp as

359 Gly Sense
359 Gly as

359 Asp Sense
359 Asp as

283 Gly Sense
283 Gly as

283 Asp Sense
283 Asp as

284 Gly Sense
284 Gly as

282 Gly 283 Gly sense
282 Gly 283 Gly as

282 Gly 283 Gly 284 Gly sense
282 Gly 283 Gly 284 Gly as

282 Gly 284 Gly sense
282 Gly 284 Gly as

283 Gly 284 Gly sense
283 Gly 284 Gly as

5'-acacctccaaaatactgaacaccaggtaggctgaatccaaacttatc-3'
5'-gataagtttggattcagcctacctggtgttcagtattttggaggtgt-3'

5'-cctccaaaatactgaacatcaggtaggctgaatccaaac-3'
5'-gtttggattcagcctacctgatgttcagtattttggagg-3'

5'-ctttgtgtgtgcacctcggtcaaacctctgaggattggg-3'
5'-cccaatcctcagaggtttgaccgaggtgcacacacaaag-3'

5'-ctttgtgtgtgcatctcggtcaaacctctgaggattggg-3'
5'-cccaatcctcagaggtttgaccgagatgcacacacaaag-3'

5'-gacacctccaaaatactgaccataaggtaggctgaatcc-3'
5'-ggattcagcctaccttatggtcagtattttggaggtgtc-3'

5'-gacacctccaaaatactgatcataaggtaggctgaatcc-3'
5'-ggattcagcctaccttatgatcagtattttggaggtgte-3'

5'-cagagacacctccaaaatacccaacataaggtaggctgaatc-3'
5'-gattcagcctaccttatgttgggtattttggaggtgtctctg-3'

5'-cacctccaaaatactgaccaccaggtaggctgaat-3'
5'-attcagcctacctggtggtcagtattttggaggtg-3'

5'-gagacacctccaaaatacccaccaccaggtaggctgaa-3'
5'-ttcagcctacctggtggtgggtattttggaggtgtete-3'

5'-agagacacctccaaaatacccaacaccaggtaggctgaat-3'
5'-attcagcctacctggtgttgggtattttggaggtgtctct-3'

5'-cagagacacctccaaaatacccaccataaggtaggctgaatc-3'
5'-gattcagcctaccttatggtgggtattttggaggtgtctctg-3'

3.2.2. Yonlendirilmis Mutagenez ve FRET Vektorii Ozelligi Tasiyan Plazmid Yapilarinin

Olusturulmasi

Tasarlanan primerler “Agilent QuikChange Site Directed Mutagenesis Kit” protokoliine
gore kullanilmistir. Bu islem igin kullanilacak bilesenler ve miktarlari Tablo 3.3 ‘deki gibidir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) bilesenleri olarak kullanilan kalip dsDNA, monomerik
mVenus (mVen) FRET isareti tagiyanlar (Nagai ve ark, 2002), monomerik mCherry (mChe)
(Shaner ve ark, 2004) FRET vektorii tastyan mVenus (Addgene Cambridge, MA, USA) satin
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alinmig, mCherry ise Dr. Vesa OLKONEN (Helsinki Universitesi, Finlandiya) tarafindan
bagislanmistir. 5’ ve 3’ primerler yukarida belirtildigi gibi Agilent web sunucusu tarafindan
tasarlanip, sentetik olarak Sigma-Aldrich sirketine kimyasal olarak sentezletilmis ve satin
alinmistir. Diger bilesenler 200518 numarali kit igerisinden kullanilmistir . Thermal Cycle
cihazi program olarak sirasiyla 95 °C 30 saniye, 95 °C 30 saniye, 55 °C 1 dakika, 68 °C 5 er
dakika olacak sekilde 18 dongiiye programlanmistir. Reaksiyon bittikten sonra 1 ul Dpn | (10
U/ul) restriksiyon enzimi eklenmistir ve yaban tip dsDNA nin degredasyonu 37 °C ‘de 1 saat

ependorf inkiibatoriinde bekletilerek gerceklestirilmistir.

Her bir farkli mutant zincir olusturmak i¢in ayni1 islem prosediir basamaklar1 izlenmistir.
Yonlendirilmis mutagenez odakli PZR basamaklart mVenus FRET dsDNA si iizerinde
yapilmisg, sonrasinda subklonlama y6ntemi ile her bir mutant GalT-I niikleotid dizisi mCherry
FRET vektoriine baglanmistir. Klasik subklonlama yontemi kullanilan bu asamada, mVenus
dsDNA bulunan HindIIl ve Xbal restriksiyon kesim enzimlerine 6zgii bolgeler kesilerek,
mutant zincirin gen kaseti seklinde yerlestirilmesi saglanmistir (Sekil 3.2.). Bu asamada klasik
subklonlama prosediirii kullanilmistir. Enzimatik kesim i¢in reaksiyon, 1 pg vektdr dsDNA, 3
pl (Thermo FastDigest) tampon, 1 pl Hind I enzim, 1 pl Xba I enzim ve 25 pl’ ye kadar ddH20
kullanilarak 1 saat 37 °C de gergeklestirilmistir.

Ozgiin bélgelerin kesiminden sonra reaksiyon igerigi insert ve vektdrii ayirmak iizere %1°
lik agaroz jelde (5 pl EtBr) 22 dakika 400 mili amper gii¢ ile yiiriitiilmiistiir. Enzimatik kesim
islemi mCherry dsDNA s1 i¢in de yapildiktan sonra mVenus plazmidinden ayrilan mutant
GalT-I insert DNA ve mCherry vektor DNA s1 UV 1s1k altinda bistiiri yardimiyla agaroz jelden
kesilerek cikartilmistir. Cikartilan insert dsDNA bdolgeleri, kesilmis mCherry vektoriine
baglanmak iizere agaroz jelden QIAquick ( Cat. No. 28704) kiti kullanilarak izole edilmistir.
Izole edilen vektdr DNA, nanodrop (Thermo NanoDrop 1000) kullanilarak 100 ng olacak
sekilde miktar1 hesaplanmis, sonucunda 5 pl vektor DNA sina yaklasik 7 pl insert DNA, 2 pl
ligasyon tamponu (Thermo T4 ligation Buffer), 1 pul T4 DNA ligaz enzimi ( Thermo T4 ), 5 pl
ddH20 eklenmistir. Reaksiyon 22 °C inkiibatorde 1 gece birakilmistir.
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Tablo 3.3 : PZR odakli yonlendirilmis mutagenez kit elemanlari

Bilesen Miktar

Kalip dsDNA 5ul (5-50 ng)

5’ primer 125ng

3’ primer 125 ng

dNTP karigimi 1ul

ddH20 Son hacim 50 pl olacak sekilde
PfuTurbo DNA Polimeraz 1ul (2.5 U/ )

Pvul

There i1s an ATG upstream

of the Xba | site

ANSO2IR

Bsml

Sekil 3.2 : FRET vektorii, kirmizi ile isaretlenen bolgeler restiriksiyon kesim bolgeleridir
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3.3. Mutant B 1-4 Galaktoziltransferaz Enzimine Ait Plazmid Yapilarinin E. coli Bakteri

Hiicrelerine Transformasyonu

Iki farkl1 FRET vektoriinde olusturulan gesitli mutant niikleotid degisimi iceren plazmid
yapilari, yeterli miktarda tiretilmek iizere, bakteri hiicrelerine Agilent protokolii kullanilarak
(Cat. No. 200249) transforme edilmistir. Bu islem i¢in klasik siv1 besi yeri (LB) 37 °C de hazir
tutulmustur. Uygun kosullarda (-70 °C) alikotlanmis sekilde saklanan XL1 Blue Competent
Cells (Agilent) E. coli bakteri hiicrelerinden her bir plazmid yapisi i¢in 100 pl alinarak ile 4 ul
plazmid DNA pipet ucuyla karistirildiktan sonra 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir.
Sogutma isleminden sonra 45 saniye olacak bigimde 42 °C lik 1s1 soku uygulandi. 2 dakika
tekrar buz iizerinde tutulduktan sonra 37 °C 300 pl LB eklendi ve 350-400 rpm 1 saat

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras1 reaksiyon, ampisilin antibiyotigi igeren kati besi yerlerine ekilmis ve
1 gece 37 °C inkiibasyona birakilmigtir. Olusan koloniler, ig¢erisinde mutant yap1 plazmidi
(ampisilin direnglilik geni icermektedir) tasiyan hiicreler olup uygun miktarda ¢ogalmay1
basarabilenlerdir. Bu koloniler igerisinden yeterli boyutlara ulasan 3 farkli koloni segilerek zig-
zag ekim teknigi ile tek bir kat1 besi yerine ekim yapilmistir. Bunun yani sira, her bir koloni
ayri ayr1 4 ul LB ve 40 pl amp igeren 3 farkli 15 ml lik steril tiip igerisine inokiile edilmis ve
300 rpm galkalamali inkiibatorde 37 °C de bir gece inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasinda miniprep DNA izolasyon protokolii (Omega Plasmid DNA mini kit I, D6942-02)
kullanilarak plazmid DNA her bir mutant tip i¢in izole edilmistir. Elde edilen mutant tipte DNA
ornekleri gerekli mutasyonu igerip icermedigi bakimindan Oulu Biocenter ‘da sekans analiz
hizmeti satin alinarak kontrolii saglanmistir. Her bir mutantin istenilen niikleotit degisimi
iceridigi belirlendikten sonra, miniprep izolasyon i¢in secilen ve +4 °C de bekletilen zig-zag
ekimlerden bir uygun koloni segilmis ve her bir mutant ¢esitidinden 1 pg DNA {iretmek iizere
koloniler, 100 ml s1v1 besi yerine (10 mg/ml 1 ml ampisilin i¢eren) 6ze ile inokiile edilmistir.
300 rpm calkalamali inkiibatorde 37 °C de bir gece inkiibasyondan sonra midiprep DNA
izolasyon protokolii (NucleoBond Xtra Midi, Macherey-Nagel) kullanilarak plazmid DNA her

bir mutant tip i¢in ayr1 ayri izole edilmis ve DNA kiitiiphanesi tamamlanmustir.
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Tiim calismada kullanilacak mutant DNA tipleri bagli olduklar1 plazmidlerle gore
sunlardir; mVenus plazmidine bagli olanlar; 282Gly mVen, 282Asp MVen, 283Gly mVen,
283Asp mVen, 284Gly mVen, 359Gly mVen, 359Asp mVen, 282+283Gly mVen, 283+284Gly
mVen, 282+284Gly mVen, 282+283+284Gly mVen. mCherry plazmidine bagli olanlar,
282Gly mChe, 282Asp mChe, 283Gly mChe, 283Asp mChe, 284Gly mChe, 359Gly mChe,
359Asp mChe, 282+283Gly mChe, 283+284Gly mChe, 282+284Gly mChe, 282+283+284Gly
mChe.

Uretilen mVenus ve mCherry plazmidleri igerisinden B4GalT1 enzimine ait mutant
DNA dizisi her bir tip i¢in Oulu Universitesi Sekans Biyomerkezi’ nde ikinci kez sekans
analizine tabi tutularak kodlarin dogru yerde dogru niikleotid igerdigi onaylanmistir. Niikleotid
dizilerde sorun oldugu durumlar i¢in tiim protokol PZR reaksiyonundan itibaren tekrarlanmis

ve dogru sekansa sahip enzim yapilar1 se¢ilmistir.

3.4. Mutant B 1-4 Galaktoziltransferaz Enzim Tiplerinin Cos-7 Hiicre Hattina

Trasfeksiyonu ve Lokalizasyonunun Konfokal Mikroskop Yontemiyle Belirlenmesi
3.4.1. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

Tiim calisma sirasinda Oulu Universitesi, Biyokimya ve Molekiiler Tip Fakiiltesi
biinyesinde s1v1 azot igerisinde muhafaza edilmis Cos-7 ( Afrika yesil maymun bobrek hiicresi,
American Type Culture Collection, ATCC, Manassas, VA) hiicre hatt1 kullanilmistir. %5 CO.,
37 °C Inkiibasyon sartlarinda hiicreler DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium),
Glutamax 2 (Gibco BRL, Grand Island, NY), %10 FBS (HyClone, Cramlington, UK) ve
penisilin-streptomisin (Sigma—Aldrich) karisimi olan kiiltiir ortaminda tutulmustur. Hiicrelerin
devamliligin1 saglamak i¢in her iki giinde bir kez eski ortam taze ortamla degistirilmistir. 10
cm lik kiiltiir kaplarinda inkiibator igerisinde muhafaza edilen hiicreler, tamamen steril
kosullarda, laminar akis kabin igerisinde olmak {izere 2X Tripsin-EDTA (Sigma- Aldrich)
kullanilarak kaldirilip, 1300 G, 4 °C de santrifiij edildikten sonra taze ortam sollisyonu
icerisinde inkiibasyona birakilmistir. Tiim canli atik materyal Deconex (Borer AG, Espoo,

Finland) soliisyon ile 6ldiirtilmiistiir.
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3.4.2. Transfeksiyon islemi

Olusturulan 11 mVenus, 11 mCherry plazmidi envanterdeki tiim mutasyonlar
tasimaktadir. Her bir plazmid yapisinin ifade edildikten sonra, hiicre iginde olmas1 gereken yere
ulasip ulasmayacagmi kontrol etmek igin Cos-7 hiicre hattina FuGENE®6 ( Roche Applied
Science) katyonik lipid ajan kullanilarak transfeksiyon gergeklestirilmistir. Bu islem i¢in 100
ml FBS icermeyen DMEM igerisine, 5 ul FUGENE® 6 katyonik lipid ajan eklendikten sonra 5
dakika beklendi ve 500 ng derisimde plazmid eklendi.15 dakika beklendikten sonra karigim
hiicre hattina eklendi. Transfeksiyon isleminin bitmesiyle birlikte 37 °C karbondioksitli etiiv
igcerisinde uygun hiicre kiiltiirli sartlarinda inkiibasyon gergeklestirildi. Bu islem her bir mutant
DNA i¢in tekrarlandi. Transfekte edilmis hiicreler konfkal mikroskopta incelenmek {izere
hazirlandi. Ko-transfeksiyon islemi i¢in de her iki DNA dan 500 ng karisim olusturmak disinda

tiim basamaklar ayni sekilde ilerletilmistir.
3.4.3. Transfekte edilen hiicrelerin konfokal mikroskopta incelenmek iizere hazirlanmasi

Transfekte edilmis hiicreler, 35 mm lik hiicre kiiltiirii kaplarinda bir gece bekledikten
sonra iizerlerindeki ortam soliisyonu vakumlu pipet yardimiyla ¢ekildi, 2 kere PBS 1x (Thermo
Scientific) ile yikandi. 1 ml %4 Liik Paraformaldehit kullanilarak fiske edildikten sonra 1 saat
%1 PBS + %1 BSA ile bloke edildi. Blokajdan sonra blok solusyonu ¢ekildi. 1:250 oraninda
BSA ile seyreltilmis primer Golgi matriks antikoru olan 100 ul GM130 (monoclonal, BD
Bioscience, Franklin Lakes, NJ) ile 1 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan kullanilan plazmidin
tasidig1 renge bagli olarak, mVenus ile transfekte edilenler konfokal mikroskop altinda yesil
151ma yapacagindan zit bir renk tasiyan kirmizi Alexa Fluor 359 ile, mCherry ile transfekte
edilen hiicreler kirmiz1 1s1ma yapacagindan yesil Alexa Fluor 488 ile sekonder isaretlenmistir.
Her iki Alexa Fluor (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) antikoru 1:500 oraninda BSA ile
seyreltilerek kullanilmistir. 1 saat sekonder antikorlar inkiibe edildikten sonra 1000 pl %1 BSA
ve %1 PBS ile, 1000 ul 1x PBS ile yikanmustir. Hiicrelerin niikleuslarini boyamak igin 10 pl/
1 ml PBS icinde Hoechst (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) kullanilmistir. 10 dakika karanlikta
inkiibe edildikten sonra 6rnekler LSM 700, Zeiss Zen 2009 Konfokal mikroskopta incelenmeye
hazir hale getirilmistir. Cekilen goriintiilerden yola ¢ikarak hiicre iginde iiretilen mutant

proteinlerin trans-Golgi sahasinda olup olmadig1 gozlemlenmistir.
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3.5. Forster Rezonans Enerji Transfer (FRET) Analizi

FRET analizi, verici ve alict molekiillerin dl¢iim yapilmak istenen protein iizerine
rekombinant olarak yerlestirilmesinden sonra otomatize bigimde kiiltiir plaklarin1 okuyabilen
konfokal mikroskobi temelli bir cihaz olan Operetta (PerkinElmer, Monza, IT) ile iki molekiiliin
bir biri ile etkilesimde olup olmadiklar 6l¢iiliir. Verici molekiil olarak mVenus kullanilirken,
alic1 floresans protein olarak mCherry kullanilmistir. Proteinler arasindaki yaklagimlari rapor
eden bu floresans molekiillerin etkilesmesi sonucu olusan FRET oranlari hesaplanarak

molekiillerin etkilesimde olup olmadiklarin1 anlamimizi saglamistir (Sekil 3.3).

inaktif Aktif
Verici uyarimi Verici uyarimi
Aktivasyon
g Vi
(_
{f % inaktivasyon &
Verici
Alici E}SGR%ET Verici Al f U Isimasi
Isimasi Isimasi T Yiiksek FRET
E £
@ @ |—|
CFP YFP CFP YFP
Maksimum
Yiksek FRET
FRET db
5O FRET O Alici (YFP)
[N
g é F\IZJET % T rSensér
Un
- e [ N Ligand
D MA Hedef bolge

Sekil 3.3. : FRET teknigi ¢alisma mekanizmasi ve oransal gosterimi (Kardash ve ark, 2011)
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FRET analizi i¢in, 35 mm’ lik hiicre kiiltiirli kaplarina esit sayida hiicre ekimi yapilmistir.
Ormnegin; 96’ 11 hiicre kiiltiirii plakalarindan A, B ve C satirlarinda sirastyla YT/ YT, YT/
mutant, mutant / mutant etkilesimlerini test etmek i¢in 3 ayr1 35 mm’ lik hiicre kiltiirii
kaplarinda ko-transfeksiyon islemi gergeklestirilmis ve hiicre kiltlirii sartlarinda bir gece
inkiibasyona birakilmigtir. Yaklagik 18 saat sonra rutin hiicre kiiltiirii islemleri yapilarak
hiicreler, 96’ 11 plaklara her bir satirda esit sayida hiicre olacak sekilde birim hacim sayimlari
yapilarak diliie edilmistir. Cok kanalli pipet yardimiyla kuyulara yerlestirilen hiicrelerin
tutunmasi i¢in 96’ l1 plakalar yaklasik 5 saat tutunmalarini saglamak igin inkiibasyona
birakilmistir. Tutunmanin gergeklesmesi invert mikroskopta gézlemlendikten sonra, yine ¢ok
kanall1 pipet kullanilarak medya ¢ekilmis ve sirasiyla %1 PBS ile 3 kez yikama, %4 PFA ile
tespit, %1 PBS ile 3 kez yikama, Hoechst (10 pul / 1 ml PBS) ile 10 dakika inkiibasyonun
ardindan 96’ 11 plaka cihaz icerisine yerlestirilmistir. mVenus, mCherry, Hoechst 1simalar1 i¢in
gerekli ayarlar yapilmistir. Bu asamada yaklasik 8 saat siiren FRET testi otomatize bigimde her
bir hiicre igerisinde mVenus ve mCherry floresans isaretleri tasiyan galaktoziltransferaz
enzimleri icin etkilesim Ol¢limii yapmak lizere gerceklestirilmistir. 3 kez tekrarlar1 yapilan
Olclim sonucunda ulasilan degerler ham sayisal veri olarak alinip Excel programi kullanilarak

grafik haline getirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Konfokal Mikroskopi Yontemi ile Mutant Enzimlerin Hiicre i¢cindeki Yerlerinin

Belirlenmesi

Rekombinant teknoloji ve transfeksiyon yontemleri kullanilarak Cos-7 Hiicre hattinda
tiretilen 11 mVenus 11 mCherry olmak iizere 22 tip mutant galaktoziltransferaz enzim tiplerinin
Golgi igerisinde bulunup bulunmadigini belirlemek igin konfokal mikroskopi teknigi
kullanilmistir. Cekilen mikroskobik fotograflarda, mutant tiplerin tiimiiyle Golgi igerisinde
istenilen sekilde tiretildigi sonucuna varilmistir. Zit renklerde 1sima yapacak bi¢imde
isaretlenen Golgi ve kendiliginden 1s1ma yapabilen mutant proteinlerin (mVenus yesil 1s1ma
yapacagl i¢in Golgi kirmizi, mCherry kirmizi 1sima yapacagi i¢in Golgi yesil renkte
isaretlenmistir) birlestirilmis goriintiilerinde kirmiz1 ve yesil rengin birlesimi olan sar1 renk

belirgin bicimde gézlemlenmektedir

Mutant proteinlerin uygun sekilde tiretildigi, ¢ekilen konfokal mikroskopi fotograflari ile
(Resim 4.1a, b, c, d. ) gosterilmistir. Bu bulgu ¢alismanin sonraki asamasi olan FRET analizi
icin 6nemli bir kontrol noktas1 olup, enzimlerin hiicre icerisinde pargalanmadan dogal protein

sentezi siirecine uygun bi¢imde iiretildiklerini gostermektedir.

4.2. FRET Analizi ile Yaban Tip ve Tek Amino asit Yoniinden Mutant proteinlerin

FRET Oranlarinin Belirlenmesi

4.2.1. 282 Numarah Bolgenin Homomerik Etkilesim Bakimindan Test Edilmesi

Bu bolgede bulunan tirozin amino asidi ClusPro biyoinformatik programiyla yapilan
hesaplamalar sonucu 1. aday bolge olarak belirlenmistir. Bolge tlizerinde iki farkli bigimde
mutasyon yapilmasi planmis ve uygulanmistir. Glisin ve aspartik asit amino asitlerine gevrilen
tirozin amino asidine ait kisim enzim yapisinda kirmizi renk ile gosterilmistir (Sekil 4.2. ve
4.3). Yaban tipe gore sadece glisin mutasyonuna ait FRET oranlarinda diisiis saptanmistir (Sekil

4.4.ve4b5).
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mVenus GM130 (Golgi) Birlestirilmis

283 Asp 283 Gly 282 Asp 282 Gly

284 Gly

Resim 4.1a. : Konfokal mikroskopi yontemiyle yerleri dogrulanan mutant enzimler (bar Spm)
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mVenus GM130 (Golgi) Birlestirilmis

359 Gly

359 Asp

282 Gly 284 Gly

282 Gly 283 Gly

283 Gly 284 Gly

Resim 4.1b. : Konfokal mikroskopi yontemiyle yerleri dogrulanan mutant enzimler (bar Spum)
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GM130(Golgi) mCherry Birlestirilmis

283 Asp 283 Gly 282 Asp 282 Gly

284 Gly

Resim 4.1c. : Konfokal mikroskopi yontemiyle yerleri dogrulanan mutant enzimler (bar Spm)
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GM130(Golgi) mCherry Birlestirilmis

282 Gly 283 Gly 282 Gly 284 Gly 359 Asp 359 Gly

283 Gly 284 Gly

Resim 4.1d. : Konfokal mikroskopi yontemiyle yerleri dogrulanan mutant enzimler (bar 5pum)
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Sekil 4.2. : Olast homomerik etkilesim bdlgelerinin homodimerik yapisinin uzakliklariyla birlikte 3
boyutlu goriintiist.

Sekil 4.3. : Olas1 homomerik etkilesim bolgelerinin monomerik yapi lizerinde yiizeysel 3 boyutlu
gorintiisi.
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4.2.2. 283 Numarah Bolgenin Homomerik Etkilesim Bakimindan Test Edilmesi

Bu bolgede bulunan valin amino asidi ClusPro biyoinformatik programiyla yapilan
hesaplamalar sonucu ikinci aday bolge olarak belirlenmistir. Bu bolge tizerinde iki farkl
bi¢imde mutasyon yapilmasi planmis ve uygulanmistir. Glisin ve aspartik asit amino asitlerine
¢evrilen valin amino asidine ait kistm enzim yapisinda mor renk ile gosterilmistir (Sekil 4.2. ve
4.3.). Yaban tipe gore sadece aspartik asit mutasyonuna ait FRET oranlarinda diisiis

saptanmistir (Sekil 4.6. ve 4.7.).

4.2.3. 284 Numarah Bolgenin Homomerik Etkilesim Bakimindan Test Edilmesi

Bu bdlgede bulunan glutamin amino asidi ClusPro biyoinformatik programiyla yapilan
hesaplamalar sonucu iiglincii aday bolge olarak belirlenmistir. Bolge tizerinde bir mutasyon
yapilmasi planmis ve uygulanmistir. Glisin amino asidine ¢evrilen glutamin amino asidine ait
kisim enzim yapisinda sari renk ile gosterilmistir (Sekil 4.2. ve 4.3.). Yaban tipe gore sadece
bu bolgeye ait glisin mutasyonu karsilastirildiginda FRET oranlarinda herhangi bir diisiis
saptanmamustir (Sekil 4.8).

4.2.4. 359 Numaral Bolgenin Homomerik Etkilesim Bakimindan Test Edilmesi

Bu bélgede bulunan izolésin amino asidi ClusPro biyoinformatik programiyla yapilan
hesaplamalar sonucu dordiincii aday bolge olarak belirlenmistir. Bolge iizerinde iki bigimde
mutasyon yapilmasi planmis ve uygulanmistir. Glisin ve aspartik asit amino asitlerine gevrilen
izolosin amino asidine ait kisim enzim yapisinda mavi renk ile gosterilmistir (Sekil 4.2. ve 4.3.).
Yaban tipe gore sadece glisin mutasyonuna sahip mutant- mutant, FRET oranlarinda diisiis

saptanmustir (Sekil 4.9. ve 4.10. ).
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Tirozin 282 Glisin

0,2

0,18

0,156797619
0,16 P

0,14 - 0,121402917
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0,119P9625

YT mVen- YT mChe YT mVen-282Gly 282 Gly mVen- 282
mChe Gly mChe

Sekil 4.4. : 282. bolgenin glisin mutasyonu sonrast FRET oranlari [*]

Valin 283 Glisin
0,2

0,18
0,156797619 0,153684444

0,16
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 -

YT mVen- YT mChe YT mVen-283 Gly 283 Gly mVen- 283
mChe Gly mChe

Sekil 4.6. : 283. bolgenin glisin mutasyonu sonrasit FRET oranlar [*]

Tiozin 282 Aspartik asit

0,2

0,18
: 0,156297619
0,16 7

0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

YT mVen - YT mChe YT mVen-282 Asp 282 Asp mVen- 282
mChe Asp mChe

Sekil 4.5. : 282.bolgenin asp mutasyonu sonrasi FRET oranlari[*]

Valin 283 Aspartik asit
0,2

0,18 0156597619

0,16
0,14 -

0,12 -

0,1 -

0,078093333
0,08 -

0,06 -
0,04 -
0,02 -

YT mVen - YT mChe YT mVen-283 Asp 283 Asp mVen- 283

mChe Asp mChe

Sekil 4.7. : 283. bolgenin asp mutasyonu sonrast FRET oranlar1 [*]

[*] : Grafiklerde belirtilen veri degerleri i¢in hassasiyet virgiilden sonra ortalama 9 basamak olarak hesaplanmustir.
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Glutamin 284 Glisin

0,2

0,18

0,1567297619
0,16 P

0,148849583

0.150291667

0,14 - J-
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

YT mVen - YT mChe YT mVen - 284 Gly 284 Gly mVen- 284
mChe

Gly mChe

Sekil 4.8. : 284. bdlgenin glisin mutasyonu sonrast FRET oranlari [*]

izolésin 359 Glisin

0,2

0,18

0,156797619 0,15437

0,16

0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0125949167
7 f

YT mVen- YT mChe YT mVen-359Gly 359 Gly mVen- 359
mChe Gly mChe

izolésin 359 Aspartik Asit

0,2

0,18 0,156797619

O AE0EELEA

uuuuuuuuuuu

0,16 0,13995
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

YT mVen - YT mChe YT mVen- 359 Asp 359 Asp mVen- 359
mChe Asp mChe

Sekil 4.9. : 359. bolgenin glisin mutasyonu sonrast FRET oranlari [*]

Sekil 4.10. : 359. bolgenin asp mutasyonu sonrast FRET oranlari [*]

[*] : Grafiklerde belirtilen veri degerleri igin hassasiyet virgiilden sonra ortalama 9 basamak olarak hesaplanmustir.
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4.3. FRET Analizi ile Yaban Tip ve Iki Amino asit Yéniinden Mutant Proteinlerin

FRET Oranlarinin Belirlenmesi

Dort aday bolgenin her birinin tek tek etkilesimdeki 6nem diizeyini test etmek i¢in yapilan
analizlere ek olarak 282, 283, 284 bolgelerinin kombinasyonundan olusan sirasiyla cift
mutasyonlarin birbirleri ile ve yaban tip enzimle olan homomerik etkilesimlerine ait FRET
oranlar1 Sekil 4.11. , 4.12. , 4.13. ¢ te gosterilmistir. Yaban tipe gore, yaban tip — mutant
arasindaki etkilesime ait FRET oranlarinda diisiis saptanmistir (p < 0,05).

4.4. Yaban Tipe Gore Yaban Tip — Mutant, Etkilesimine Ait Tiim FRET Oranlarinin

Toplu Karsilastirmasi

Tiim bulgular1 karsilastirmak gerekirse, grafigin basinda yaban tip basta olmak iizere tim

yaban tip — mutant etkilesimleri Sekil 4.14.’te gosterilmistir. Biitiin aday bolgeler arasinda

yapilan karsilastirmaya gore 283 bdlgesinde olusturan aspartik asit mutasyonu, tiim diger yaban
tip mutant etkilesimine gore homomerik etkilesim bakimindan (p<0,05 ve p<0,01 ‘ e gore) en
cok negatif etkilenen grup olmustur. Yaban tipe gore, yaban tip — mutant arasindaki etkilesime

ait FRET oranlarinda diisiis saptanmistir (p < 0,05).

4.5. Yaban Tipe Gore Mutant — Mutant Etkilesimine Ait Tiim FRET Oranlarinin Toplu

Karsilastirmasi

Edinilen tiim bulgularin yine yaban tip basta olmak {izere tiim mutant — mutant etkilesim

karsilagtirmalar1  Sekil 4. 15.te gosterilmistir. Biitlin aday bolgeler arasinda yapilan
karsilagtirmaya gore 283 bolgesinde olusturan aspartik asit mutasyonu, tiim diger mutant -
mutant homomerik etkilesime gore (p<0,05 ve p<0,01 ‘ e gore) en ¢ok negatif etkilenen grup
olmustur. Yaban tipe gore, yaban tip — mutant arasindaki etkilesime ait FRET oranlarinda diisiis

saptanmustir (p < 0,05).
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0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Tirozin 282 Glisin + Valin 283 Glisin

0,2

0,156297619

0,18
0,16

0,137273333

U, 141055111

0,14

YT mVen - YT mChe YT mVen - 282 + 283 282 + 283 Gly mVen -
Gly mChe 282 + 283 Gly mChe

0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Valin 283 Glisin + Glutamin 284 Glisin

0,156797619

0,139261111

0,13025

YT mVen- YT mChe YT mVen-283 +284 283+ 284 Gly mVen-
Gly mChe 283 + 284 Gly mChe

Sekil 4.11. :282. ve 283. bolgelerinin glisin mutasyonu sonrast FRET oranlar1 [*]

Sekil 4.12. : 283. ve 284. bolgelerinin glisin mutasyonu sonrast FRET oranlari [*]

Tirozin 282 Glisin + Glutamin 284 Glisin

0,2
0,18

0,16

0,156797619

0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

YT mVen

-YT mChe

0,137361111

0,136966667

YT mVen -282 +284 282 + 284 Gly mVen-
Gly mChe

282 + 284 Gly mChe

Sekil 4.13. : 282. ve 284. bolgelerinin glisin mutasyonu sonrast FRET oranlar1 [*]

[*] : Grafiklerde belirtilen veri degerleri i¢in hassasiyet virgiilden sonra ortalama 9 basamak olarak hesaplanmustir.
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Yaban Tip - Tum Yaban Tip -Mutant Etkilesimleri

0,2

0,18

04 EDJQ/IAII/I
U, *

0,16 0,156}97619 0,15437

1T 0,148449583
0,137361111 0,137273333 T T
0,14
0,13025  0,129096667
0,121402917
0,12 T
0,09945
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0 T T T T T T T T

YT mVen-YT YT mVen-359 YT mVen-283 YT mVen-284 YT mVen-282 YT mVen-282 YT mVen-283 YT mVen-282 YT mVen-282 YT mVen- 283
mChe Gly mChe Gly mChe Gly mChe +284 Gly +283 Gly + 284 Gly Asp mChe Gly mChe Asp mChe
mChe mChe mChe

Sekil 4.14. : Yaban tip ile diger tiim yaban tip — mutant FRET oranlarinin karsilastirilmasi [*]

[*] : Grafiklerde belirtilen veri degerleri i¢in hassasiyet virgiilden sonra ortalama 9 basamak olarak hesaplanmistir.
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Yaban tip - Tiim Mutant - Mutant Etkilesimleri

0,2
0,18
0,156]97619 T
0,16 0,150491667 0145993333
) 0,14555556 0,141633111 0139361111 -
014 ) 0,136966667 . _
0,125949167
0,1197325 0,119p9625
0,12
0,1
0,078(Q93333
0,08
0,06
0,04
0,02
O T T T T T T T T T T
YT mVen-YT 284 Gly 283 Gly 359 Asp 282 +283 Gly 283 + 284 Gly 282 + 284 Gly 359 Gly 282 Asp 282 Gly 283 Asp
mChe mVen-284 mVen-283 mVen-359 mVen- 282 + mVen- 283 + mVen- 282+ mVen-359 mVen-282 mVen-282 mVen-283
Gly mChe Gly mChe Asp mChe 283 Gly mChe 284 Gly mChe 284 Gly mChe Gly mChe Asp mChe Gly mChe Asp mChe
Sekil 4.15. :Yaban tip ile diger tiim mutant — mutant FRET oranlarmin kargilagtirilmasi [*]

[*] : Grafiklerde belirtilen veri degerleri i¢in hassasiyet virgiilden sonra ortalama 9 basamak olarak hesaplanmustir.
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5. TARTISMA

Canliligin temel biyokimyasal olayr olan protein sentezi, ana hatlar1 ve bir ¢ok
detaylariyla kesfedilmis olmakla birlikte, sentez sonrasi molekiiler diizeyde ger¢eklesen
modifikasyonlar her gecen giin yeni ulasilan verilerle 1s181nda heniiz gelismektedir. Gegmis
calismalarda 6nemi ortaya koyulmus olan en Onemli modifikasyonlardan biri, siiphesiz
proteinlerin glikozilasyonudur (Hart, 1992; Apweiler ve ark, 1999). Eksikliginde olusan say1siz
patolojik problem, saglik alaninda bilimsel arastirma yapan arastiricilart glikozilasyonun
temellerini kesfetmeye yonlendirmistir. Gegen zaman i¢inde glikozilasyon mekanizmasinda
islev goren ve ilgili genlerce sentezlenen glikoziltransferaz enzimlerinin, ¢esitli formlara ve
farkli mikro g¢evrelerde degisken ozelliklere sahip olduklari saptanmistir. Tiim bunlarin yani
sira bu enzim ailelerinin organize bi¢imde farkli enzim monomerleriyle etkileserek kompleksler
olusturduklar1 kesfedilmistir (Yamaguchi ve ark, 1995; Giraudo ve Maccioni, 2003). Bu
baglamda arastirilmasi uygun gorillen glikoziltransferaz enzimlerinden Beta 1-4
Galaktoziltransferaz-1 enziminin etkilesim yiizeyinin hangi amino asit veya amino asitlerce

olusturuldugunu kapsayan tez ¢alismasi kademeli olarak gerceklestirilmistir.

Ik asamas1 olan biyoinformatik algoritmalarla ¢alisan internet sunuculari ve 3 boyutlu
molekiiler goriintiileme programlar1 kullanilmistir.  Aragtirmamizda, deney asamasina
gecmeden oOnce, bu giine kadar GalT-1 hakkinda elde edilen tiim biyokimyasal, yap1
fizikokimyas1 gibi verilerin yaymlandigi global veri bankalarindan yararlanilmistir. Tiim bu
araclar deney asamasmnin dogru ve uygulanabilir bi¢cimde tasarlanabilmesine olanak
saglamistir. Bu amagla, GalT-1 enzimine ait protein verileri ClusPro internet sunucusuna
aktarilmistir. Birgok bilimsel arastirmada kullanilmakta olan Boston Universitesi sunucusu
ClusPro, iki adet monomerik GalT-1 enzimini sanal ortamda eslestirmek iizere ¢esitli formiiller
kullanarak “denemeler” yapmistir. Amino asitlerin biyokimyasal ve fizikokimyasal karakterini
hesaplayarak hangi amino asitin karsisina diger GalT-1 enziminin hangi amino asidi karsilik
gelirse homomerik birlesme olusabilir ? sorusuna cevap olacak bigimde olasi etkilesimin
gerceklesebilecegi bolgeleri rapor seklinde sunmustur. Bu asamada elde edilen bolgeler
arasindan serbest enerjisi en diisiik olan, tuz kopriisii, vander vaals bagi gibi kimyasal etkilesime
miisait bolgeler secilerek 4 farkli amino asit adayr belirlenmistir. Belirlenen amino asitler
sirastyla tirozin, valin, glutamat, izoldsin; hepsi teker teker / kombinatif olarak glisin ve/veya

aspartik asit olacak bigimde degistirilmistir. Daha dnceki ¢calismalarda
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Rekombinant yontemler kullanilarak degistirilen amino asitler, secilen aday bdlgelerin
etkinligini yok edecek bigimde se¢ilmistir. Bu asamada secilen yontem yonlendirilmis
mutagenezdir. Glincel yontemler arasinda bir proteinin mutasyona ugratilmasini saglayacak en
giivenilir araglardan biri olan yonlendirilmis mutagenez islemi basit, hizli ve ekonomik olmasi

nedeniyle tercih edilmistir.

Bir sonraki agamada {iretilen mutant enzimlere ait cDNA’ lar evrensel olarak kullanilan
bakteriyel transformasyon ve izolasyon protokollerine uygun bi¢cimde ¢ogaltilmistir. Oldukga
etkili ve kesin sonug veren yonlendirilmis mutagenez sonucunda iki asamada genetik kontroller
yapilmistir. Birincisi, mutasyona ugratilan dizinin niikleotid sekanslamasi ile uygun niikleotid
kompozisyonu tastylp tasimadiginin kontrolii; ikincisi ise mutant dizinin FRET gen kaseti
tastyan plazmide yerlesiminin olup olmadigini test etmek i¢in kullanilan restriksiyon enzimleri
ile kesip agaroz jelde goriintiileme islemidirve gerekli niikleotid dizi analizleri yapilmistir. Her
iki iglem tiim Ornekler i¢in uygulanmistir ve olusturulan mutasyonlarin uygun yerlerde dogru

bicimde oldugu belirlenmistir.

Hiicre ici in vivo goriintiiliime asamasinda, Cos-7 memeli hiicre hattina transfeksiyon
lipozomlar1 kullanilarak aktarilan mutant cDNA dizilerinin uygun bi¢imde dogru organelde
(Golgi veya ER) olup olmadigi konfokal mikroskopi teknikleri ve goriintiilleme sistemleri
kullanilarak onaylanmigtir. Hiicre iginde iiretilen enzimlerin Golgi organelinde dogal bigimde
sentezlendigi konfokal mikroskop ile ¢ekilen fotograflarda agikca goriilmektedir. Boylece tiim
asamalarin deneysel ve teknik kontrolii yapilmistir. FRET prensibine dayali etkilesim
oranlariin  Ol¢iilmesi asamasina gelmeden Once tim metotlarin  optimizasyonu
gerceklestirilmistir ve analizler basarili sekilde tamamlanmistir. Elde edilen FRET temelli
etkilesim oranlarmi gosteren grafiklerde goriildiigii bi¢imde her bdlgenin mutasyon sonrasi

etkilesime gosterdigi geri bildirim farkli olmustur.

282. Bolgede gerceklestirilen glisin ve aspartik asit mutasyonu, yaban tip iki
galaktoziltransferaz enziminin etkilesimine ait FRET oranlariyla karsilastirildiginda, gerek
yaban tip — mutant, gerek mutant — mutant etkilesimlerde zayif eslesme sinyali vermistir (Sekil
4.4. ve 4.5.). Bu grafikteki diisiis, 282. Bolgenin homomer olusum bakimindan kritik bir amino

asit oldugunu gostermektedir.
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283. Bolgede gerceklestirilen glisin mutasyonu yaban tip etkilesimle ayn1 oranda FRET
oranlarina sahipken, aspartik asit mutasyonu hem yaban tip-mutant hem de mutant — mutant
protein etkilesiminde dramatik bir diisiise neden olmustur (Sekil 4.6. ve 4.7.). Bunun sebebi
Sekil 2.3. ‘de gosterildigi lizere 283 numaral1 bolgenin diger amino asitlerle giiglii hidrofobik
baglantt kurma o0zelliginin olmasi, serbest enerjisinin diger bolgelere gore daha diisiik

olmasidir.

284. Bolge iizerinde yapilan mutasyonlarin yaban tip etkilesiminden alinan FRET
oranlar1 bakimindan bir fark: yoktur (Sekil 4.8.). FRET sinyalleri bolge iizerindeki mutasyonun
homomerik etkilesimi bozmadig1 yoniindedir. Bu bolgede diisiis yasanmamasinin sebebi Sekil
2.3. ‘de gosterildigi iizere diger glutamat amino asidi ile 4.6 A gibi uzun bir tuz kopriisii
olusturmasidir. Iki amino asit arasindaki uzaklik ne kadar artarsa etkilesimleri o denli
azalacaktir. Deney tasarimi sirasinda kaynaklar1 korumak adina 284 numarali bolgenin diger

bolgelerden farkli olarak sadece glisin amino asidine gevrilmistir.

359. Bolgede olusturulan aspartik asit mutasyonu hem yaban tip - mutant, hem de mutant
— mutant etkilesimi bozarken, glisin mutasyonu sadece mutant — mutant etkilesimi bozmustur
(Sekil 4.9. ve 4.10.). Bu farkin nedeni, Sekil 2.3. ‘de gosterildigi tizere 359 numarali bolgenin
3 farkli bolgeyle potansiyel etkilesim noktasi olma ihtimalidir.

282 — 283, 282 — 284, 283 — 284 bolgelerinde gergeklestirilen ¢ift mutasyonlarin (283-
284 mutant — mutant haric¢ ) timiinde FRET oranlarinda diislis saptanmistir. 283 — 284 cift
mutantindaki mutant — mutant etkilesimlerinde diisiis saptanmamasinin, 284 numarali bélgenin

etkilesime katki saglamayan bir bolge olmasi sebebiyle gerceklestigi diisiilmektedir (Sekil
4.11.,4.12.,4.13.).

Ramakrishnan ve Qasba, (2001) ve (2003) ‘ya gore, 280, 286, 288 ve 289 numarali
bolgeler ile 359-363 arasinda kalan bdlgeler GalT-1 enzminin daha 6nceki bdliimlerde
bahsedilen kisa ve uzun bolgelerinin acilip kapanan kisimlarini olusturmaktadir. Bu nedenle
bolgeler arasinda kalan amino asitlerin bazilari, 6zellikle hidrofobik karakterde olanlar

etkilesimde islev gorebilirler.
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Daha 6nceki ¢aligmalarda transferaz enzimlerinin 6zellikleri (Ma ve Coley, 1996; Munro,
1995; Nilsson ve ark, 1993) sadece in vitro teknikler kullanilarak belirlenmistir. Canli hiicre
igerisinde fizyolojik sartlarda nasil galistiklar: konusuna netlik saglamamistir. Hassinen ve ark,
(2010, 2011, 2014) calismalarinda GalT-1 enziminin ve birgok enzimin kompleksler seklinde
bulunabilecegini, farkli Golgi pH degerlerinde ve patolojik kosullarda enzimlerin homodimer
veya heterodimer seklinde degisim gosterdigini ve etkilestigini kesfetmistir. Tiim bu verileri
kullanarak GalT1 e ait homomerik etkilesim yiizeyi olamaya aday amino asitler ilk kez bu

calisma kapsaminda in vivo olarak arastirilmistir.
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6.SONUC VE ONERILER

Edilen tiim verilerin karsilastirildigr Sekil 4.14. ve 4.15.’te goriilecegi lizere 283 numarali
Valin amino asitinin homomerik etkilesimde diger aday bolgelere gore daha kritik bir nokta

olabilecegi kanisina varmak miimk{indir.

Sonu¢ olarak; Her gegen giin gelismekte olan ilag endiistrisi, enzimlerin inhibitdr,
aktivator bolgelerini karakterize edebilmek i¢in oldukga biiylik aragtirma gelistirme faaliyetleri
icindedir. Bu baglamda aktivator/inhibitor bolgeye ek olarak homomerik veya heteromerik
etkilesim bolgeleri i¢in tasarlanabilecek kimyasal ajanlar glikoziltransferaz enzimlerini hedef
alabilir ve bir¢gok patolojik durumun tedavisinde kullanilabilir. Bu baglamda
galaktoziltransferaz ve diger glikoziltransferaz enzimleri hakkinda elde edilecek bulgular

“akill1 ilag” tasarimlarina fayda saglayabilir.

Bundan sonra yapilacak ¢calismalarda, farkli bolgelerin birbirleriyle (6rnegin 282 Gly
— 359 Gly, vb. gibi) karsilastirilmasi saglanabilir. Bu karsilastirmalara yeni aday amino asitler
eklenebilir. Glinlimiiziin son teknolojisi kullanilarak yapilan bu ¢alismadan sonra, daha ileri
teknoloji kullanilarak yapilacak homomerik etkilesim hesaplama denemeleri enzimlerin

calisma bigimine bakis agimizi degistirme ihtimali tasimaktadir.
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