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OZET
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REKOMBINANT Escherichia coli ILE FIBROBLAST BUYUME FAKTORU
(FGF-2) URETIM POTANSIYELININ ARASTIRILMASI ve OPTIMIZASYON
CALISMASININ YAPILMASI

Ozlem KURKCU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali

Danigsman: Dr. Ogr. Uyesi Aytiil SOFU

Fibroblast biiylime faktorleri (FGF'ler), omurgalilarda yaklasik 22 iiye iceren
olduke¢a korunmus bir siiper familya proteinidir. Ayrica, FGF’ler, heparin ve hiicre
dis1 heparan stlfat proteoglikanlar1 (HSPG'ler) ile etkileserek FGF reseptorlerine
(FGFR) baglanmay1 ve aktivasyonunu kolaylastirirlar.

Temel FGF (bFGF) olarak da bilinen fibroblast biiytime faktori-2 (FGF2), cesitli
embriyonik ve eriskin hiicre tiplerinde bulunan c¢ok islevli bir biiyiime
faktoridiir. Bu bliyime faktori, tirozin kinaz reseptorleri vasitasiyla etki eder ve
hiicre kendini yenileme, hiicre yaslanmasinin inhibisyonu, hiicre farklilasmasi ve
migrasyon, yara iyilesmesinin uyarilmasi ve anjiyogenezin tesvik edilmesi de
dahil olmak tlizere ¢esitli fonksiyonlar sergilemektedir.

FGF-2, homeostatik fonksiyonlar ve doku rejenerasyonu icinde 6nem arz
etmektedir. FGF-2'nin biyolojik aktiviteleri doku miihendisligi, klinik uygulama
veya kok hilicre arastirmasinda kullanilmaktadir. Bu amacgla, bu proteinin
rekombinant olarak da tliretim ¢alismalar1 yapilmaktadir. Escherichia coli (E.
coli), heterolog proteinlerin diisiik maliyetli ve yiiksek seviyede tlretimi i¢in en
sik kullanilan prokaryotik ekspresyon sistemidir.

Bu tez calismasinda, FGF-2 rekombinant proteininin yiiksek saflikta ve miktarda
tretimi icin biyoinformatik calismalarla ilk defa tasarlanan yeni bir gen profili E.
coli ekspresyon sistemi icin kullanilmustir. iki farkh besiyeri ortamlarinda FGF
proteini lretimi ve optimizasyonu saglanmistir. Yiiksek saflikta ve verimde
rekombinant FGF-2 proteini iiretimini elde etmek i¢in yeni gen profiline S. Tag ve
Trx (Thioredoxin) fusion rekombinant proteinleri eklenmistir. Rekombinant
teknoloji ile FGF proteini liretim potansiyeline sahip E. coli bakterisi kontrol
genleri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ¢alismalar1 yapilarak test edilmis
ve gen bélgesi dogrulanmistir. Uretimi yapilan rekombinant FGF proteini SDS-
PAGE protein analizi yapilarak FGF proteinin varlig1 tesbit edilmistir. Boylece ilk
kez uygulanan yeni gen bolgesi profili ile FGF-2 proteini yiiksek verim ve saflikta
tretimi gerceklesmistir. Ulusal diizeyde ticari olarakda iiretiminin de
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yapilabilecegi saglik, biyomedikal ve kozmetik alaninda kullanilabilecek yeni
rekombinat protein lretimi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Fibroblast biiytime faktorii, Rekombinant Escherichia coli,
FGF-2.

2019, 78 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF PRODUCTION POTANTIAL OF FIBROBLAST GROWTH
FACTOR (GFF-2) WITH RECOMBINANT Escherichia coli AND MAKING
OPTIMIZATION STUDY

Ozlem KURKCU

Silleyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Aytiil SOFU

Fibroblast growth factors (FGFs) are a highly conserved superfamily protein
containing about 22 members in vertebrates. In addition, FGFs interact with
heparin and extracellular heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) to facilitate
binding and activation of FGF receptors (FGFR).

Fibroblast growth factor-2 (FGF2), also known as basic FGF (bFGF), is a
multifunctional growth factor found in various embryonic and adult cell types.
This growth factor acts through tyrosine kinase receptors and exhibits a variety
of functions including cell self-renewal, inhibition of cell aging, cell differentiation
and migration, stimulation of wound healing and promotion of angiogenesis.

FGF-2 is important for homeostatic functions and tissue regeneration. The
biological activities of FGF-2 are used in tissue engineering, clinical practice or
stem cell research. For this purpose, recombinant production of this protein is
also carried out. Escherichia coli (E. coli) is the most commonly used prokaryotic
expression system for low cost and high level production of heterologous
proteins.

In this thesis, a novel gene profile which was designed for the first time by
bioinformatics studies for the production of high purity and quantity of FGF-2
recombinant protein was used for E. coli expression system. Production and
optimization of FGF protein was achieved in two different media. S. Tag and Trx
(Thioredoxin) fusion recombinant proteins were added to the new gene profile
to obtain high purity and yield of recombinant FGF-2 protein. Polymerase Chain
Reaction (PCR) studies were performed with E. coli bacterium control genes
which have the potential to produce FGF protein by recombinant technology and
the gene region was verified. The recombinant FGF protein produced was
analyzed by SDS-PAGE protein to determine the presence of FGF protein. Thus,
with the new gene region profile applied for the first time, FGF-2 protein was
produced in high yield and purity. Production of new recombinant protein for
health, biomedical and cosmetic production, which can be commercially
produced at national level



Keywords: Fibroblast Growth Factor, Recombinant Escherichia coli, FGF-2.

2019, 78 pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZINi

Amp Ampisilin

bFGF Temel Fibroblast Biiylime Faktori
BMP Kemik morfojenik proteini

CBP Kitin baglayic1 protein

cDNA Tamamlayici1 Deoksiribo niikleik asit
dH20 distile su

DNA Deoksiribontikleikasit

E. coli Escherichia coli

EtBr Etidyum bromiir

FGF Fibroblast Bliyltime Faktori

g gram

GN Gumus nitrat

GDO Genetigi Degistirilmis Organizma
GST Glutatyon- S transferaz

His Histidin

kDa kilo Dalton

L Litre

LB Luria-bertani Broth

MBP Maltoz baglayici protein

ml mili litre

mRNA mesajci Ribo Niikleik Asit

nm nano metre

tRNA transfer Ribo Nukleik Asit
rRNA ribozomal Ribo Niikleik Asit

oD Optik yogunluk

uv Ultra viyole

PCR Polimeraz zincir (chain) reaksiyonu
RNA Ribo Niikleik Asit

rpm dakikadaki devir sayisi (rotatory per minute)
S.Tag Subtimisilin Etiketi

SDS Sodyum dodesil siilfat

SDS-Page SDS- Poliakrilamid jel elektroforezi
TB Terrific Broth

tRNA tasiyici Ribo Niikleik Asit

TRX Thioredoxin

WNT Woordenboek der Nederlandsche Taal

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside
ul mikro litre

ug mikro gram

% Yiizde

oC Santigrat

Xi
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1. GIRiS

Bir¢ok molekiiler biyoloji teknolojisinin temel tasi, “gen”dir. Gen ¢alismalarini
kolaylastirmak i¢in izole edilebilir ve g¢ogaltilabilir. Bir genin izolasyonu ve
cogaltilmasinin yontemi, canl bir hiicrede kopyalanabilen vektdér veya bir arag
vazifesi goren diger bir DNA molekiliiniin icine ilgili geni yerlestirerek
klonlamaktir. Farkli kaynaklardan olusan bu iki DNA kombine edildiginde, sonug

yeni bir DNA molekiiliiniin olusmasidir.

Kromozomlarda goriilen parca degisimi (Krossing over) gibi genetik siirecler
teknik olarak rekombinant DNA olusturmasina ragmen, farkli biyolojik
kaynaklardan elde edilen segmentlere katilimiyla olusturulan DNA molekiilleri
genellikle bu is i¢in kullanilmaktadir. Rekombinant DNA molekiilii ya prokaryotik
ya da okaryotik konake1 bir hiicreye yerlestirilmektedir. Konakgi hiicre sonra
replike olarak yabanci DNA parcasi ile vektor de replike olmaktadir. Yabanci DNA
boylece cogaltilmis olur ve sonrasinda diger analizler icin ¢ogaltilmis DNA'lar

saflastirilmaktadir (Mullis, 1990).

Gunimiizde modern biyoloji alaninda ilk akla gelen, rekombinant DNA veya
rekombinant DNA teknolojisi; ¢ogu zaman bir canlidan izole edilerek elde edilen
bir genin, uygun bir konagin icerisine sokularak orada ¢ogaltilmasini, genetik
miithendislik araciliginda kesilmesi ve elde edilen bu farkli biyolojik kaynakli DNA
parcalarinin yeniden birlestirilmesi islemine ve bu islem sonucunda da tretilmis
olan yeni DNA molekiiliine verilen bir isimdir (Katartas, 2011). Bu islem
sonucunda Uretilmis olan DNA molekiiline de “rekombinant DNA” ismi

verilmektedir (Temizkan ve Arda, 2004).

Rekombinant DNA teknolojisi; Hamilton Smith tarafindan 1970’de Heamophilius
influenzae elde edilen restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesfi ile
baslamistir. Bu enzimler 6zgiin DNA bolgelerini taniyip bu 6zgiin bolgelerden
kesen enzimlerdir (Sultuybek vd., 1995).

Rekombinant DNA teknolojisi; hedeflenen bir geni ifade etmeyen (eksprese

etmeyen) bir hiicrenin, o hedeflenen geni eksprese edebilmesini veya hedeflenen



bir genin yiiksek miktarlarda liretimini amaglamaktadir (Soydemir ve Aksoy,

2017).

Gelismenin oldugu biiylime ve farklilasma evrelerinde ¢ok sayida faktor etkili
olmakta, hiicre biliyiimesi ve ¢ogalmasi olaylarinin baslamasinda ise biiyiime

faktorleri (growth factors) temel rolii oynamaktadir (Burgak, 2002).

Temel fibroblast biiylime faktorii 2 (FGF-2)’'nin lireme sistemi, akcigerler, sinir
sistemi, deri, goz, hematopoietik sistem, kaslar, kemikler ve sindirim sistemi gibi
coklu organ sistemlerinin gelisimi ve islevinde 6nemli bir rol oynadig1 6ne
stirilmistir (Bikfalvi vd., 1997). FGF-2'nin biyolojik aktiviteleri doku
miihendisligi, klinik uygulama veya kok hiicre arastirmasinda kullanilabilir
(Nugent ve Lozzo, 2000). Bu amagla, bu proteinin rekombinant formunun {ist

diizey tiretimi gereklidir (Hannig ve Makrides, 1998).

E. coli sistemi so6z konusu oldugunda, rekombinant FGF-2'nin ekspresyon
seviyeleri, okaryotik ve prokaryotik genler arasindaki kodon kullanimindaki
onemli farktan otiiri tipik olarak diisiiktiir ve bu, mevcut olan ayni tiirden amino

asitlenmis tRNA seviyesine gore yansitilir (Sorensen ve Mortensen, 2005).

Nadir gorulen kodonlarin mevcudiyetinin E. coli' deki mRNA ve plazmid
stabilitesinin yani sira protein ekspresyon duzeylerini etkiledigi bildirilmistir
(Kane, 1995). Ote yandan, genlerde nadir bulunan kodonlarin asir1 varhgy, kiiciik
kodon tRNA'larina baglanmis amino asitlerin, yavas translasyonun ve ceviri
hatalarinin birlesmesini gerektiren pozisyonlarda ribozom duraklamasina veya
hatta protein sentezinin ve hiicre biiyimesinin tamamen engellenmesine neden

olur (Kurland ve Galland, 2003; Mcnulty vd., 2003).

Bazi kanitlar, kodon 6nyargilarinin ortadan kaldirilmasinin, E. coli'deki 6karyotik
genlerin ekspresyon diizeylerini, bazen 40 misli kadar arttirmasina yardimci
olacagini diisiindiirmektedir (Sirivastava vd., 2004). Ote yandan, rekombinant bir
proteinin asir1 iiretilmesi, kiiltiir ortami ve deneysel kosul ile kuvvetli bir sekilde

iliskilidir (Sivashanmugam vd., 2009). Bu sebeple, rekombinant FGF-2



verimliligini en tist diizeye ¢ikarmak i¢in ekim modu, ifade konakg¢1 ve vektort,

orta kompozisyon, indiiksiyon sonras1 donem ve cevresel faktorler gibi mevcut

parametrelerin deneysel optimizasyonu esastir.

Bu amagla, bu proteinin rekombinant formunun iist diizeyde {retimi

gerekmektedir. FGF-2 geninin insan genomundan izolasyon ve amplifikasyonunu

saglayacak biyoinformatik ¢alismalarla yeniden dizayn edilmistir. Bu hususlar ele

alinarak hazirlanan tez ¢alismasinda;

Vektor kodon kullanilarak hibridizasyon yontemi ile FGF-2 tanimh

rekombinant Escherichia coli (E. coli) bakteri hiicresi elde edilmesi,

Rekombinant E. coli bakterisi i¢cin optimizasyon c¢alismalar1 (kiltiir etme
yontemi, eksprasyon konakel ve vektort, kiiltiir kompozisyonu, indiiksiyon

sonrasi donem ve cevresel faktorler) yapilmasi,

Kesim ve Ligasyon islemlerinin kontrolii icin PCR yapilmasi.

FGF-2 proteininin saflik derecesinin 6l¢giimii icin SDS-Page protein analizinin

yapilmasi,

E.coli’ nin FGF-2 proteininin tliretimini yiiksek verimde elde etmek igin
baslangi¢c kodonuna ek olarak, iki farkli S.Tag ve Trx (Thioredoxin) fusion
rekombinant proteinleri eklenmesi ve yiiksek verim ve saflikta iiretimin

saglanmasi,

Tez calismasinin ilk olarak gerceklesmesiyle ulusal ve uluslararasi literatiire

kaynak olusturacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Biiyiime Faktorleri

Agirliklar1 4000-60000 dalton arasinda degisen, ¢cok az miktarlar1 bile
hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir. Farkli faktorlerin gorevleri
ve etkileri ile ilgili yeni buluslar stirmektedir (Brown vd., 1989).

Biiyiime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi, o hiicrenin, o
faktor icin reseptore sahip olup olmamasina baglidir. Reseptore baglanma
sonucu hiicre iginde 6zgiin bir cevaba neden olan bir seri sinyal ortaya ¢ikar.
Etki, cogunlukla tirozin kinaz uyarilarak saglanir. Her hiicrenin farkh biiytime
faktorleri icin farkli sayida reseptori bulunur. Biiylime faktorlerinin o
bolgedeki konsantrasyonu ve reseptore baglanan miktari, elde edilecek
sonucu belirler. Matriks de, biiylime faktorlerinin g¢o6ziinebilirligini
degistirerek, hiicresel aktiviteleri diizenleyecek faktér konsantrasyonunun
degismesini saglayabilir. Ayrica matriks, bliyime faktérlerinin baglanip

¢Oziilmesini ayarlayarak, ortamdaki faktorler i¢in rezervuar gorevi goriir.

Yine matriks, herhangi bir hiicrenin, herhangi bir biiylime faktoériine verecegi

yaniti belirleyebilir.

Biiylime faktorleri, hiicresel fonksiyonlar: endokrin, parakrin, otokrin veya

intrakrin mekanizmalarla saglar.

e Endokrin yolla etkileyen faktorler hedef hiicreye kan yoluyla gider ve

uzaktaki hiicreleri de etkiler.

e Parakrin yolla etki eden faktorler salgilandiklar1 bolgede etkilidirler.

e Otokrin faktorler, tarafindan salgilandiklar1 hiicrenin fonksiyonlarini

etkiler.

e Bazi transforme fibroblastlar, hi¢ salgilanmamis faktorlere hiicrenin

kendi icinde, intrakrin mekanizma ile yanit verirler (McKay vd., 1993).



2.1.1. Fibroblast Biiyiime Faktortii (Fibroblast growth factor, FGF)

1k olarak 1973 yilinda hipofiz ekstrelerinde kesfedilen FGF, hiicre ve dokularda
yaygin sekilde eksprese edilir. Asidik FGF (FGF1) ve bazik FGF (FGF2),
baslangicta fibroblastlar i¢in biiyiime faktérii olarak beyin ve hipofiz bezinden
izole edildi. Insanda simdiye kadar 22 farkli FGF tanimlanmis (FGF 15 haric)
ve FGF1-23 arasinda isimlendirilmistir (Sekil 2.1) (Itoh, 2007).

FGF4 FGF7
subfamily subfamily
FGF3

cn FGF7

i FGF10
FGF6

FGF4

FGF22

FGF9
FGFI1 FGF2 N _ {‘}:’l L)'l ‘
subfamily FGEI FGFl6  sublamily
FGF20

FGF13
FGF14 FGF17

FGFI2 pep FGFIS
GF
ReEH FGF19

FGF8
FGFI1 FGE21 subfamily
subfamily FGF23

FGF19
subfamily

Sekil 2.1. Insan FGF ailesinin filogenetik agaci (Itoh, 2007).

FGF'ler fizyolojik rollerini FGFR'yi (reseptor FGF) baglayarak uygularlar ve erken
embriyoda mezoderm paterni gibi olaylar1 ¢oklu organ sistemlerinin
gelistirilmesi yoluyla kontrol ederek gelisimsel yollar1 diizenlerler. Memeli FGF
familyasi, etkilerini dort yiiksek oranda korunmus transmembran tirozin kinaz
reseptori (FGFR1, FGFR2, FGFR3 ve FGFR4) ile ortaya cikaran 18 liganddan
olusur (Turner ve Grose, 2010). Insanlarda ve farelerde dért FGFR tanimlanmis
ve lic immunoglobiilin alani (I, II ve III), bir transmembran alani ve béliinmiis bir

hiicre ile hiicre dis1 bir ligand baglama alani igeren reseptor tirozin kinazlari



(vaklasik 800 amino asit) kodlamistir (Jaye vd. 1992). FGFR'ler bir¢ok farkl
hiicre tipinde eksprese edilir ve ¢ogalma, farklilasma ve sagkalim gibi ana hiicre
davranislarini diizenler; bu da FGF sinyalini kanser hiicreleri tarafindan
bozulmaya duyarl hale getirir. Diger biiylime faktorlerinin aksine, FGF'ler,
FGFR'leri aktive etmek ve bu genis biliyiime faktoru ailesinin indiikledigi cesitli
hiicresel tepkilere yol acan pleiotropik tepkileri indiiklemek i¢in heparin veya
heparan stlfat proteoglikanla (HSPG) birlikte hareket eder (Eswarakumar vd.,
2005).

FGF veya FGFR'nin yakin zamandaki ¢alismalar: hastaliklarla ilgili mutasyonlara
odaklanmistir. Insan hastaliklarinda, fonksiyon kayb1 mutasyonlari ve fonksiyon
kazanci mutasyonlar1 dahil olmak iizere ¢esitli germ hatti FGF mutasyonlari
tanimlanmigtir. Ornegin, FGF3'teki fonksiyon kaybs, insanlarda toplam i¢ kulak
agenezisine yol acan kalitimsal sagirlikla iligkilidir (Tekin vd., 2007). FGF8'in
fonksiyon kaybiyla bozulmasi anosmi ve hipogonadizm ile karakterize gelisimsel
bir bozukluk olan kallmann sendromuna (KAL1) yol agar (Falardeau vd., 2008).
FGF10 fonksiyon kaybi, isitme kaybi, dis anomalileri, lakrimal ve tiikiirtik bezi
hipoplazisi ile karakterize olan lakrimo-isitsel-dento-dijital (LADD) sendromuna
neden olur (Milunsky vd. 2006). FGF23'teki fonksiyon kazanci mutasyonlari

hipofosfataemik rasitizmde tanimlanmistir.

FGF proteinlerinin boyu yaklasik 150-250 aminoasit arasindadir ve bunun
yaklasik 120 aminoasitlik kismi tim FGF’lerde birbirine benzer. FGF
proteinleri, biiytik cogunlugu amino ucunda kesilebilen bir sinyal peptide
sahip, salinan proteinlerdir. Bu dizi olgunlasmak tizere proteinin endoplazmik
retikuluma girmesini saglamaktadir. (Goldfarb, 2005). FGF proteinleri
etkilerini hiicre zarinda bulunan dort adet (FGFR1-4) tirozin kinaz reseptor
uzerinden gosterirler. Bu reseptorler, hiicre disinda kalan FGF proteininin

yapisi Sekil 2.2’ de gosterilmektedir (Itoh 2007).



Sekil 2.2. FGF proteininin yapisi (Itoh 2007).

2.1.1.1. FGF2 - bFGF ( Temel FGF)

FGF-2 veya bFGF-2 ilk kez hipofiz bezinden ayrilmis bir 146 amino asit protein
olarak kesfedilmistir (Gospodarowicz vd., 1984). 155 amino asit proteininin
okunmasi i¢in FGF-2 cDNAs (Tamamlayicit DNA) klonlanmis ve baslangi¢c kodonu
boélgeye yerlestirilmistir (Abraham vd., 1986). Islem 6ncesi baslangic kodonu
bulunmadigi i¢cin bu bahsi gecen baslangi¢c kodonu okuma i¢cin tahmin edilen
baslangi¢c kodonu kabul edilmistir (Abraham vd., 1986). Bir diger deyisle FGF-2
proteinleri cDNA dizisinde umulan uzunluktan uzun veya kisa boylarda

olabilmektedirler (Florkiewicz vd., 1989).

Uzun veya yiiksek molekiiler agirligina sahip proteinler (196, 201 ve 210 amino
asitleri) in vitro uyarlama ve doniisiim analizleri sayesinde yaratilmistir. Bu da
CUG kodonlarim1 bédyle biiyiik parcalarin déntisimiinde baslangi¢ alani olarak
kullanildiklarini ortaya cikarmistir (Prats vd., 1989). Daha kisa proteinler
proteolitik bozunmalarin sonuclarinda ortaya c¢ikarilmistir (Klagsbrun vd.,,

1987).

Diger okuma ise FGF-2 mRNA da bulunan Ribozom Tanima Bélgesinde olusur.
Tek FGF-2 cDNA hiicrelerde tek bir AUG ve 3 CUG baslangi¢ kodonlari
gozlenmistir (Quarto vd., 1991). 22, 22,5 ve 24 kDa (kilo dalton) boyutlarinda



proteinler CUG start kodonunun i¢inde baslarlar. (Quarto vd., 1991). 18 kDa
protein ise AUG start kodonu icinde baslar ki bu da islem sirasindan da sonradir.
Bu da 18 kDa proteininin digerlerinden nicin ¢ok daha kii¢iik oldugunu izah
etmektedir (Quarto vd., 1991). Yakin zamanda 34kDa izoformun FGF-2 mRNA
5in sonundan 86 niikleotid uzaklikta bulunan bir CUG start kodonuna sahip

oldugu belirlenmistir (Arnaud vd., 1999).

Ayni zamanda 18kDa boyutunda olanlar stoplazmaya yerlesmisken 22, 22,5 ve
24 kDa boyutlarindaki proteinler niikleusa yerlesmistir (Bugler vd,. 1991). 18kDa
FGF-2 nin 3 boyutlu kristalin yapisi rekombinant proteinlerin kullanimiyla

yaratilmistir (Zhu vd., 1991).

FGF-2, 3 koseli piramit yapiya sahip 12 adet ters paralel beta yaprak igerir.
Reseptor baglayici alanlarin 13-30 ve 106-129’un kalintilari olduklar1 diistiniilir
( Baird vd., 1988). Ayrica serine 64 ve threonine 112 isimli iki potansiyel
fosforilasyon alani da vardir. Protein kinaz A ve protein kinaz C, FGF-2'nin
fosforilasyonuna sebeptir ve bunlar hiicre ylizeyinde ve niikleus da
bulunabilirler ( Feige ve Baird, 1989). Yiiksek molekiiler agirliga sahip FGF-2
izoformlarinin ayirici bir 6zelligi de aminoterminal genislemedir. (Quarto vd.,

1991).

Bazik FGF, ayrica kollajen sentezini de uyarir; yara kontraksiyonunu,
epitelizasyonu, fibronektin ve proteoglikan sentezini uyarir. Heparinin
etkilerini giiclendirir. Cok sayida hiicre, doku ve organ sistemlerinin fonksiyon
ve gelisiminde etkili olan bir biiylime faktorudiir. Bu sistemler Cizelge 2.1'de
ozetlenmistir. bFGF o6ncelikle fibroblastik hiicreler icin mitojenik bir faktor

olarak tanimlanmistir. bFGF dokularin rejenerasyonunda etkilidir (Okada vd.,

2000).



Cizelge 2.1. Farkl organ sistemleri lizerinde bFGF'nin fonksiyonlar1. (Okada vd.,

2000).
Organ Fonksiyonlar
Beyin Sinir hiicre farklilagsmasi ve yasamasi
Kan Damar1i Damar gelisimi (anjiogenez), diiz kas hiicre g¢ogalmasi,
atherogenez, kan basing kontrolii
Akciger Nefes yollarinin morfojenezi, fibrozit
Kol ve Bacaklar Kol ve bacak gelisimi
Kas Miyojenez
Kemik Kemik iyilesmesi, kikirdak dokunun olusumu
Hematopoez Grantilositlerin olusum ve gelisimi, megakaryosit olusumu
ve kok hiicre yasaminin uyarilmasi
Ureme Sistemi Spermatojenez
GOz Fotoreseptor yasami
Deri Melanojenez, doku tamiri, keratinosit morfojenezi

2.2. Bakteriler

Bakterilerin tam olarak tanimlanmasi giigttir; prokaryotlar grubunda, tek hiicreli
ve boliinen mikroorganizmalar seklinde tanimlanabilirler. Bakteriler dis taraftan
sert bir hiicre duvar ile cevrilidirler; tiirlerinin ¢ogunun hiicre duvarinin dis
yuzeyi kapstil veya slime-layer olarak adlandirilan yapiskan, jelatinimsi bir tabaka
ile kaplanmistir. Tipik bir bakteri hiicresi Sekil 2.3 de gosterilmistir. Basit
bakteriler spor, kam¢1 ve kapsiil icermezler. 0.5-2.0 mikron ¢apindadirlar. Ince
ipliksi bir ag seklinde goriinen c¢ekirdegi dogrudan dogruya sitoplazma ile
sinirlanmis olan bakteriler Sekil 2.4 de gorlinen tli¢ temel morfolojik sekilde

bulunabilirler (Bailey ve Ollis 1986).

e (Cubuk (rod): Genel olarak 0.5-4.0 um uzunluk ve 0.5-4.0 um genisliktedirler.

Bacillus bu gruba girmektedir.

e Kiiresel (coccus): Caplar1 0.5-4.0 pm arasinda degismektedir.

e Sarmal (spirilla): Yaklasik 1 pum uzunluk ve 0.5 um genisliktedir.



Sekil 2.4 Bakterilerin ti¢ farkli formu (Bailey ve Ollis 1986).

Bakteriler tiir ve cevresel kosullara gore tek, ikili, kiimeli ya da uzun zincirli
gruplar halinde bulunabilirler. Hiicre zar1 besinlere karsi yar1 gecirgen 6zellikte
olup, kuru hiicre agirhiginin yaklasik %5-10"unu olusturur. Bu zar baslica %50
protein, %28 yag ve %15-20 karbonhidrat igeren ¢ift katmanli bir yap1 gosterir.
Gram pozitif bakterilerin hiicre zarinda aromatik ve kiikiirt iceren amino asitler,
arginin ve prolin bulunmaz. Gram negatif hiicrelerin zarlar ise lipitce daha
zengindir. Hiicre zarinda elektron aktaran ve oksidatif fosfatlanmay1 saglayan

enzimler bulunmaktadir.
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Bakteri hiicrelerinde; endoplazmik retikulum, mitokondri, golgi kompleksi
bulunmaz. Bakterilerdeki temel genetik bilgiler kromozomda bulunur.
Bakterilerin cogu kromozomal DNA’larina ek olarak, bazi 6zelliklerini genetik
kontrol altinda tutan, sitoplazmada serbest olarak bulunan, kendi kendilerini
replike edebilen 1-100 kb biiyiikliiglinde plasmid adi verilen dairesel DNA
molekiillerini icermektedir (Bailey ve Ollis 1986).

2.2.1. Escherichia coli (E. coli)

E. coli giiniimizde en fazla bilinen ve arastirmalarda en yaygin olarak kullanilan
bakteri tiiriidiir desek sanirim abartmis olmayiz. 1884 yilinda mikrobiyolog ve
cocuk doktoru Theodor Escherich, c¢ocuklarin bagirsaklarinda yasayan
mikroplar: ve bunlarin sindirim sistemi hastaliklarindaki rollerini arastiran bir

calisma baslatt1 (Escherich, 1885; Shulman vd., 2007; Zimmer, 2008).

Bu calismada Escherich (1885); hizli biiyiiyen bir bakteri tiiriinii saflastird1 ve
buna Bacterium coli commune ismini verdi. Bugiin bilinen adiyla Escherichia coli
(E. coli) idi. E. coli’'nin bu kadar taninmasini ve laboratuvar arastirmalarinda
kullaniminin yayginlasmasini saglayan sey, onun kolayca bulunur olusu ve
laboratuvar ortaminda kolayca biiyiitiilebilmesiydi. Patojen (hastalik yapici)
olmayan, herhangi bir besiyerinde hizlica biiytiyen E. coli suslar1t hemen hemen
her insandan elde edilebiliyordu. Farkl tiniversitelerin, arastirma enstitiilerinin
mikrobiyoloji egitimi i¢in olusturduklarn kiltir koleksiyonlarinin ayrilmaz bir
parcasi idi E. coli. Dolayisiyla 20. ve 21. ylizyi1lin model organizmasi olmasini da
bu ozelliklerine borglu. Molekiiler biyoloji ve genetik alanlarinin 6nemli
kilometretasi bulgular;, bu model organizmada yapilan deneylerle ortaya
cikarilmistir. Bu bulgular, model organizma olarak E. coli'yi daha iyi anlamamiza
olanak tanirken onu yasam bilimlerinin yildiz1 haline getirdi. Bugiin ila¢ olarak
kullandigimiz insiilin, interlékin-2, insan interferon-beta proteini, eritropoietin,
insan biiylime hormonu, pihtilasma faktorleri, taxol gibi proteinlerin ¢ogu E.

coli’de uretilmektedir.
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E. coli biyoteknolojinin, rekombinant DNA teknolojilerinin, gen manipiilasyonu
teknolojilerinin hizlica gelismesiyle ortaya ¢ikan sentetik biyolojinin de model

organizmasi olarak roliinii siirdiirmektedir.

Cristopher Voigt vd. (2005), yaptiklar1 calismada E. coli hiicrelerini ve sentetik
biyoloji yontemlerini kullanarak kirmizi 1sikla bazi genlerini ifade eden yeni bir
bakteriyel sistem tasarlamayi basarmislardir. Bunun igin, bakteri hiicrelerine bir

sensor kinaz proteini kodlayan geni aktardilar ( Voigt vd., 2005).

Normalde bitkilerde ve bazi bakterilerde protein yapida fotoreseptorler bulunur.
Bu fotoreseptorler 151k alici proteinler olarak islev goriirler ve bitkinin ya da
bakterinin 1s18a yoneliminde gérev alirlar. E. coli’de ise bu mekanizma bulunmaz.
Voigt ve ekibi bu mekanizmada gorev alan bazi genleri aktararak bakterinin siyah
beyaz kimyasal fotograflar olusturmasini sagladi. O giinden bugiine yaklasik 12
y1l gecti. Gen manipiilasyonu yontemlerimiz gelisti. CRISPR-Cas9 gibi ¢oklu gen
manipulasyonlarina daha kisa silirelerde olanak tanmiyan teknolojilerin
gelistirilmesi ve rutin kullanimlari, Voigt ve ekibinin daha fazla sayida sentetik

geni bakteriye aktarmasina olanak sagladi (Fernandez-Rodriguez vd., 2017).

Cristopher Voigt vd. (2005), 18 gen, 14 promoter, 18 terminator ve 4 plazmidden
olusan, toplamda 46.198 baz ciftinden olusan sentetik DNA’y1 bakteriye aktardi
ve bakterinin kirmizi, yesil ve mavi 15181 algilayip ayirt etmesini sagladi. Uzerine
kirmizi, yesil ve mavi dalga boyunda 151k diistirilen bakteri hiicreleri, farkl
sentetik enzimleri liretti ve bu enzimler farkli substratlari pargalayarak kirmizi,
yesil ve mavi 151k disiiriilen bolgelerde, kirmizi, yesil ve mavi pigmentleri
olusturdu. Boylece bakteriler, lizerlerine diisen farkli renklerdeki 1s1k resimlerini
besiyeri tlzerine kopyalamis oldu. E. coli’ nin cam lamel uzerindeki SEM

goruntiileri Sekil 2.5’ de verilmistir.
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Sekil 2.5. (A) E. coli B susu REL606, tipik bir sosis seklinde morfolojisine sahip bir
Laboratuvar susu. (B) E. coli 0119: HND susu A111, sa¢ benzeri pili
lireten bir enteropatojenik sus (E.coli SEM goriintiisii) (Nascimento
vd., 2004).

2.3. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA'nin olusturulmasi ve rekombinant DNA’nin hiicre iginde
replikasyonunu belirten ilk yayin 1972 ve 1973 yillarinda Kethleen Danna ve
Daniel Nathans tarafindan yayinlanmistir (Jackson vd., 1972; Katartas, 2011).

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak gelistirilen genetigi degistirilmis (GD)
ilk DNA molekiili ise; 1972 yilinda Paul Berg tarafindan olusturulmustur
(Hughes, 2001). Giintimiizde bilinen ilk genetigi degistirilmis organizma (GDO)
olarak, 1973 yilinda iiretilen bir bakteri kabul edilir. Bu ¢alismada; orjinalinde bir
E. coli olan bir bakteriye, Salmonella genleri eklenerek, bakterinin daha 6nce

sahip olmadig1 yeni o6zellikleri gelistirebilmesi saglanmistir (Bakirci, 2012).
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Rekombinant DNA teknolojisinin 6neminin anlasilmasi ile bu teknolojiyi kullanan
sirketler (Genentec, Eli Lilly and Company) de kurulmustur. Calismalar
sonucunda, ilk olarak 1978 yilinda E. coli bakterisi lizerinde yapilan bir genetik
manipiilasyon ile insiilin tiretebilen yeni bir tiiriin sentezlendigi agiklanmistir

(Ladisch ve Kohlmann, 1992).

Rekombinant DNA teknolojisi, bir genomdaki binlerce ya da onbinlerce gen

arasindan tek bir genin;

e Ayristirilmasini,

e Tanimlanmasini

e Bu genin klonlanmis DNA molekiilii olarak biiyiik miktarlarda iiretilmesini

mimkiin kilmaktadir.

Ayrica klonlanmis gen, sifreledigi irlinii sentezleyecek hiicrelere de aktarilabilir.

Bu iriin daha sonraki arastirmalarda, tipta ya da endiistride kullanilmak tizere
ayristirilarak saflastirilir. Klonlar, tek bir atadan kok alan, birbirine 6zdes

organizmalar, hiicreler ya da molekiillerdir.

Bir genin klonlanmasi; Bir genin yapisinin ve organizasyonunun arastirilmasi ya
da s6z konusu genin sifreledigi proteinin ticari tiretimi gibi sayisiz amaglar i¢in
kullanilmak tizere, o genin bircok 6zdes kopyasinin liretilmesidir. Rekombinant

DNA teknolojisi cesitli deneysel teknikleri kapsar.

Rekombinant DNA terimi, dogal olarak bir arada bulunmasi miimkiin olmayan
DNA molekiillerinin kombinasyonunu ifade eder. Krossing over gibi genetik
slireclerde de rekombinant DNA molekiilleri olusturulabilir. Ancak rekombinant
DNA terimi daha ¢ok, farkli biyolojik kaynaklardan elde edilen DNA’larin
birlestirilmesiyle elde edilen molekiiller icin kullanilir. Rekombinant DNA

teknolojisi, bakteri ve virlslerle yapilan calismalarda gelistirilen genetik
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teknikleri ve niikleik asit biyokimyasi metotlarini birlikte kullanir (Demirtas,

1996).

2.3.1. Rekombinant DNA teknolojisinin temel basamaklari

Bu teknoloji, bir genin potansiyel olarak sinirsiz miktarda tiretilmesi i¢in gii¢lii
bir aractir. Isin icinde bir¢ok yéntem olsa da, temel islem asagidaki basamaklari

icerir.

1. Klonlanacak DNA doku ya da hiicrelerden izole edilir.

2. Ozgiill DNA pargalarinin olusturulmasi icin restriksiyon enzimleri denilen
proteinler kullanilir. Bu enzimler DNA molekiillerini 6zgil niikleotit dizilerinden

tanir ve keser.

3. Restriksiyon enzimleri ile olusturulan DNA parcalari, vektor ya da tasiyici
molekiil ad1 verilen diger DNA molekiilleri ile birlestirilir. Bir DNA parg¢asiyla

birlesmis olan vektor, bir rekombinant DNA molekiiltdiir.

4. Rekombinant DNA molekiilii, bir konak hiicreye aktarilir. Konak icerisinde
rekombinant molekiil kendini esler ve rekombinant molekiiliin birbirine 6zdes

diizinelerce kopyasi ya da klonlar1 olusur.

5. Konak hiicre kendisini eslerken, rekombinant DNAmolekiilleri de tiim yavru
hiicrelere gecer. Her biri klonlanmis DNA dizisinin kopyalarini tasiyan konak

hiicre toplulugu olusur.

6. Klonlanmis DNA konak hiicrelerden izole edilebilir ve incelenebilir.

7. Klonlanmis DNA daha sonra transkripsiyona ugratilabilir. mRNA’si
translasyona sokulabilir. Kodlanan gen iiriinti izole edilerek arastirma icin ya da

ticari amaclarla satilmak icin kullanilabilir (Klug vd., 2003).

Rekombinant DNA ve gen-klonlama teknolojisi, bilim adamlarina;
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e Biiyiik ve karmasik genomlardan 6zgiil genleri;

e Ya da diger DNA dizilerini ¢esitli yontemlerle biiyiik miktarlarda elde etme

olanagi tanir.

Ornegin, insan genomu, ii¢ milyarin iizerinde niikleotit ve 25.000 ila 30.000

civarinda gen igerir (Klug vd., 2003).

2.3.2. Rekombinant DNA Teknolojisinin Baslica Kullanim Alanlar:

Canli hiicre veya organizmanin, hiicre i¢i mekanizma ile molekiiler bilesenlerin
kullanildig1 biyolojik siiregler, biyoteknolojinin en eski vasitarindandir. Hayvan,
bitki veya mikroorganizma kaynakl iiretilen ve saflastirilan 6zgiil proteinler
cesitli amaclar icin kullanilir. Rekombinant DNA teknolojisiyle elde edilen en
onemli tirtinler; iiretilen koruyucu asilar (hepatit B gibi.) ile rekombinant tedavi
proteinleridir (bliylime hormonu, insiilin gb.). Son yillarda hayvancilik ve
veteriner hekimlik alaninda kullanilan bu biyoteknoloji 6zellikle ti¢c temel bashk
altinda ilerleme gosterir. Bunlar; hastaliklarin erken tani ve teshisi ile tedavisi;
hastaliklardan korunma (as1), hayvanlarda siit, et, bal, yumurta gibi hayvansal
urin veriminin arttirlmasi1 ve hastaliklara direng¢ gelisimi gibi alanlardir

(Yurdusev, 2002).

Belirtilen bu alanlardan hareketle giinimizde rekombinant DNA teknolojisi;
bir¢cok hastaligin(ailesel hiperkolesterolemi, orak hiicre anemisi, talessemi, kistik
fibroz, miuskiiler distrofi gibi) molekiler temelinin anlasilmasi ve tedavisinde;
protein, farmasotik iiriin, antibiyotik ve asi liretiminde; tarim alaninda verimin
arttirilmasi ve maliyetin dustirilmesinde; hava, toprak ve suda cevresel kirliligin
azaltilmasinda; gida katki maddesi liretimi ve gida kalitesinin arttirilmasinda;
cesitli hastaliklara yonelik gen tedavisinde ve biyolojik triinlerin hizli, giivenilir

yollarla tiretiminde kullanilir (Katartas, 2011; Kiper, 2013; Ulutin, 2017).
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2.4. Restriksiyon Enzimleri (Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri)

Belirli bir gen dizininden hedef DNA pargasinin ayirilmasini gerceklestirmek
tizere kullanilan yontem DNA molekiillerinin uygun restriksiyon enzimleri ile
enzimatik tepkimelerle kesilmesidir. Bakteriler tarafindan viris istilasina karsi
bir ¢esit savunma mekanizmasi olarak sentezlenen bu enzimlerin diger
enzimlerden en 6nemli farklar1 DNA'da daima belli hedef dizinleri secebilmeleri
ve hep ayni dizinde 6zgiil ve 6zgiin kesme yapabilmeleridir. Etkilerine gore li¢
farkli restriksiyon enzim sinifi bulunmaktadir. Tiim endoniikleaz enzimleri,
niikleik asitler arasindaki fosfodiester baglarini keserler. Bunlardan endoniikleaz
enzimi Il grubunda olanlar gen klonlamasinda kullanilmaktadir. Bu enzimler
DNA'nin genellikle 4 ile 8 adet baz iceren kismini secerler ve hedef dizini
taniyarak kesme yaparlar. Spesifik DNA'lar1 kesen 150" den fazla endoniikleaz

enzimi izole edilmis durumdadir (Klug vd., 2003).

Restriksiyon enzimleri DNA’y1 iki sekilde keserler;

e Baz restriksiyon enzimleri DNA'nin 2 ipligini birden tamima bdolgesinin

ortasindan keserler ve kiit u¢lar olustururlar.

e Bazilar ise dsDNA (¢ift sarmalli DNA)'y1 ayni pozisyondan kesmezler, ug
bolgedeki bir zincir, digerine gore uzun olabilir; bunlar da yapiskan ug¢lardir
ve birbirlerine baglanma egilimindedirler.

Ayni restriksiyon enzimleri kesilmis farkli kaynakli DNA pargalar1 bu yapiskan

uclar sayesinde baz eslesmesi yaparak birlesir ve rekombinant DNA’lar olusur.

(Cooper, 2007).

Restriksiyon enzimleri nasil ¢alisir?

e Restriksiyon enzimleri DNA sekansini tarar.

e Spesifik bir niikleotid dizisinin oldugu bélgeyi bulur.
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e Bu dizilimlere yakin bdlgelerden ya da bu dizilimler icindeki 0zgiil

bolgelerden DNA’y1 keserler.

EcoRI restriksiyon enzimi ile kesim Sekil 2.6’ da gdsterilmistir.

A
EcoRlI

Y
o ' GAATTCHE | 3
3’1 ICTTAAGI | 5/

\/ :

Yapiskan gcﬁgrRl
B
51 1 G AATTCI ] 3’
3’1 ICTTAA GI | 5

\/

Yapiskan uclar

Sekil 2.6. Restriksiyon enzimi ile kesim (Cooper, 2007).
Bazi restriksiyon enzimleri ve kesme bicimleri Cizelge 2.2"'de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Bazi restriksiyon enzimleri ve kesme bicimleri (Cooper, 2007).

Enzim Mikroorganizma Hedef dizin | Yapiskan/Kiit U¢cKesim
EcoRI Escherichia coli GAATTC Yapiskan
BamHl | Bacillus amyloliquefaciens GGATCC Yapiskan
Bglll Bacillus globigii AGATCT Yapiskan
Pvul Proteus vulgaris CGATCG Yapiskan
Pvull Proteus vulgaris CAGCTG Kiit
Hindlll | Haemophilus influenzae Rd AAGCTT Yapiskan
Hinfl | Haemophilus influenzae Rd GANTC Yapiskan
Sau3A Staphylococcus aureus GATC Yapiskan
Alul Arthrobacter luteus AGCT Kiit
Taql Thermus aquaticus TCGA Yapiskan
Haelll Haemophilus aegyptius GGCC Kiit
Notl | Nocardia otitidis-caviarum | GCGGCCGC Yapiskan
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Bazi restriksiyon enzimlerinin, ¢ift sarmalli DNA’ da restriksiyon tanima alanlari

ve kesilmis yapilar: Sekil 2.7’ de gosterilmistir (Glines, 2003).

: Restriction recognition site in
Enzyme Source organism bl an A DNA Structure of the cleaved products
(a) {
EcoRI Escherichia S AT = 5'A—A—T—T—C—
coli ® —_—
=T =T—=A—A—G—5" e S R fed e % G—
t 5' overhang
{
Pstl Providencia 5 e G R GGGl 3 G—
stuartii ® —
—6—A—C—G—T—C— 5’ —6 3’ A—C—G—T—C—
| 3’ overhang
i
Smal Serratia 5 —C—C—C—G—G—G— —€c—Cc—C G—G—G—
marcescens L] —
bt el ol St o St GGG ==t
t Blunt ends
(b) {
Haelll Haemophilus 5’ —‘G—G;C—C— == 5 C—C—
aegyptius EeSrEeERE - . s =eE
f Blunt ends
{
Hpall Haemophilus 5 = —6—6— =" C—G—G—
parainfluenzae ] —
== G—C—C— 5 —G—=G=C 5 =
t 5’ overhang

Sekil 2.7. Bazi restriksiyon enzimlerinin, ¢ift sarmalli DNA da restriksiyon tanima
alanlar ve kesilmis yapilar1 (Glines, 2003).

DNA molekiiliine baglanmis restriksiyon enzimi BamHI Sekil 2.8’ de

gosterilmektedir (Demirtas, 1996).

Sekil 2.8. DNA molekiiliine baglanmis (yesil) restriksiyon enzimi BamHI
(Demirtas, 1996).
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EcoRI

e Tanimlanan ilk restriksiyon enzimlerinden biri E. coli'nin R susundan izole

edilmis olan EcoRI'dir.

e Yapiskan uglarin birlesmesi kolaydir.

e EcoRIkesimiile ortaya ¢ikan DNA parcalarinin ¢ikint1 yapan tek zincirli uglari
(vapiskan wuglar), herhangi bir kaynaktan gelen DNA pargalarinin

komplementer tek zincirli kuyruklariyla hidrojen baglari olusturulabilir.

e Eger farkh iki kaynaktan gelen bu parcalar uygun kosullarda karistirilirsa,
yapiskan uclar arasindaki hidrojen baglardan otiirii rekombinant (yeni

bilesen) molekiiller ortaya ¢ikar.

e Parcalar DNA ligaz enzimi ile kovalent olarak baglanarak rekombinant DNA

molekiilleri olusturulur.

e Sekil 2.9’ da yapiskan u¢lu EcoRI ‘la kesim ile 3’ ve 5’ tamamlayici fragmentler

olusturma gosterilmistir.
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Liblidlilgf]

T T T TITL LTI
ke C.T-T-A-A-G bl LLLe

EcoRl ile kesim EcoRl ile kesim
5’ epmp—G A-A-T-T-C mpmpps 3
BEE Sl
A1 Tamamilayici BT
3 == C.T-T-AA kuyruklu fragmentler G shimis 5
l |
Bosluk 1
| Birlesme islevi ile tamamlayici
A-A-T-T-C: baz eglegmesi sagjlanarak
II || || | i@ H : II || || rekombinant DNA molekiilleri
T T AAC olusturulur. Gélgeli olarak
s o A|G gdsterilen bogluk bélgelerinde
luk zincirler birbirlerine kovalent
Boglu olarak baglanmamigtir
DNA ligaz

olarak baglayarak

5 T—ITQI/:\?TT,CI [T 3" DNA ligaz iki zinciri kovalent
___(';.f-f-A;'\..Gu‘ 5’ bogslukian kapatir

Sekil 2.9. Yapiskan uglu EcoRI ‘la kesim ile 3’ ve 5’ tamamlayic1 fragmentler
olusturma (Klug vd., 2003).

2.5. Vektorler

Vektorler Kklonlanacak DNA pargalarini tasirlar. Kopyalanacak olan DNA
restriksiyon parcalar1 konak hiicresine dogrudan giremezler. Ancak bir
restriksiyon parcasi, vektor adi verilen baska bir DNA molekiilii ile birlesirse,
klonlanmis bir¢ok kopyasinin olusabilecegi konak hiicreye girebilir. Vektorler,
kendilerine takilan DNA parcasini nakleden ve replike eden tasiyict DNA

molekiilleridir.

Bir DNA molekiiliiniin vektor olarak kullanilabilmesi icin, kendini ve tasidigi
herhangi bir DNA par¢asini bagimsiz olarak replike edebilmesi gerekir. Vektor
ayrica, klonlanacak DNA parcasinin insersiyonuna olanak taniyan bir¢ok tanima

dizisi de icermelidir (Klug vd., 2003).
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2.5.1. Vektore gen insersiyonu

Bir DNA parc¢asini vektore takmak i¢in;

e Vektor, restriksiyon enzimi ile kesilir ve ayni enzimle kesilerek olusturulmus

DNA pargalari ile karistirilir.

e Araya eklenen fragmenti tasiyan vektorler rekombinant vektdr olarak

adlandirlir.

e Bu yapy, her biri farkh iki kaynaktan gelen DNA’larin birlesmesi ile olusmus

rekombinant DNA molekiiliine bir 6rnektir.

Rekombinant DNA vektorlerinin se¢imi;

Vektorleri tasiyan konak hticrelerini, vektor tasimayanlardan ayirmak igin,

Vektorde, secicilik saglayan bir marker gen (genellikle antibiyotik direng genleri

ya da konakta bulunmayan enzimlere ait genler) bulunmalidir (Klug vd., 2003).

2.5.2. Plazmit vektorler ve ozellikleri

Ik gelistirilen vektorler, genetik olarak degisiklige ugratilmis plazmitlerdir.
Bakterilerdeki temel genetik bilgiler kromozomda bulunur. Bakterilerin ¢ogu
biiyiik DNA kromozomuna ek olarak, bazi 6zelliklerini genetik kontrol altinda
tutan, sitoplazma iginde serbest olarak bulunan, kendi kendilerini replike
edebilen 1-100kb biiytikliigiinde plazmit adi verilen dairesel DNA molekiilleri
icerir (Sekil 2.10).

Plazmitler, icinde bulunduklar1 konak¢i hiicre ile uyum icinde yasarlar.

Plazmitlerin en 6nemli 6zelligi, bakteri kromozomundan bagimsiz olarak replike

olabilmeleri ve kendi replikasyonlarini kontrol edebilmeleridir (Kalender 2000).

22



Plazmitlerin biytkligi idealde 10 kbt ge¢cmemelidir. Ciinkii biiyiik DNA
molekiillerinin saflastirma sirasinda kirilma olasilig1 vardir, ayrica biiyiik plazmit
molekiilleri ¢ok zor yoénlendirilirler. Plazmitler genellikle bir veya bir ka¢ gen
tasirlar ve bu genler konake1 bakterinin belirli tipik 6zellikleri gostermesine
neden olurlar. Ornegin; kloramfenikol veya ampisilin gibi antibiyotiklerin toksik
derisimlerinde bakterilerin yasamlarini siirdiirebilme yetenekleri genellikle
bakterilerde bulunan plazmitlerin tasidigi antibiyotik diren¢ genleri ile

saglanmaktadir.

Plazmitler hiicrede sabit ve karakteristik bir kopyalama sayisinda korunurlar.
Yani bu say1 nesilden nesile sabit olarak aktarilir. Kopyalama sayisi plazmitlerde
bulunan genler tarafindan belirlenir fakat konake¢1l hiicre ve g¢ogalma

kosullarindan etkilenir (Kalender, 2000).

Ei'-URIII Bamll

_ e /
- me'I

ret®

IIII|I
| pBR322
|

Pvull

Sekil 2.10. Plazmitlerin (vektorlerin) genel yapilar:1 (Kalender, 2000).

Genellikle bakteriyel plazmitler hiicre-icinde dairesel DNA molekiilleri olarak
bulunurlar. Plazmitler kopyalama sayisina gore dusiik (low) ve ytiksek (high)

kopyalama sayili olarak iki gruba ayrilir. Bu siniflandirma oldukga genistir.
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Plazmitlerin transfer sekli, sikligi, antibiyotik direngliligi gibi baz1 6zelliklerine

gore daha detayli bir siniflandirma yapmak miimkiindiir.

2.6. Klonlama: Ligasyon Tepkimesi

Istenilen DNA parcasinin konak¢1 bir hiicrede bagimsiz olarak cogalabilme
kapasitesine sahip DNA molekiiliine eklenmesine molekiiler klonlama denir. Bu
sekilde rekombinant DNA elde edilir ve rDNA (ribozomal DNA) uygun bir
konakgiya yerlestirildigi zaman istedigimiz gen bolgesinin klonlanmasi saglanir.
rDNA teknigi ile sadece DNA pargalar1 klonlanmaz, mRNA’lar (mesajc1 RNA) da
klonlanabilmektedir. mRNA’nin klonlanmasi i¢in revers-transkriptaz enzimine
ihtiya¢ vardir. Bu enzim araciligl ile mRNA’dan DNA sentezlenir sentezlenen bu

DNA’ya da cDNA (temel DNA)denir.

Klonlama islemi, mikro reaktorlerde sivi ortamda Taq DNA polimeraz enzimi ile
DNA molekiilleri arasinda fosfodiester bagi olusturularak gerceklestirilir (Sekil
2.11). Bu tepkimenin olusmasi icin ortamda aymi restriksiyon enzimleri ile
kesilmis ayni uglara sahip plazmit DNA ve klonlanmak istenen genin bulunmasi

gerekmektedir.

Ligasyon tepkimesi sonunda olusan urtinler lineer ve gevsemis (relaxed) plazmit
olduklar1 i¢in bunlarin transformasyonu siiperhelis (supercoiled) plazmide
kiyasla daha gii¢ olur. Ligasyon tepkimesi sonunda elde edilen irtlnler gen
transfer teknikleri ile uygun konak hiicrelere transfer edilirler (Calik, 1998;

Bloom vd., 1996).

Fosfat

Hidroksil
B-A-s-T-o-T--C-o
&E - - . » ligasyon
EcoRI B A-=A--T-4-T-4-C-» ‘ wu--f-0-A-T-+T-C-»
Y 3
-_GT ﬁnn I-E-i-T"‘I"'H""FL ‘G" oC-#T-*T-+fAA-=Ga
'-[:-i-T—"T-!-IfI-"I:Ii

Sekil 2.11. Ligasyon tepkimesi (Calik, 1998; Bloom vd., 1996).
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2.7. Genin Hiicreye Transferi

Bakteriler sadece laboratuvar kosullarinda degil, dogada da genetik yapilarini
degistirirler. Bakterilere gen transferi asagidaki li¢ sekilde gerceklesmektedir.

Bunlar;

1. Transformasyon,

2. Konjugasyon,

3. Transdiiksiyondur.

Bakterinin cinsine gore yukaridaki gen transfer yontemlerinden biri
kullanilmaktadir. Ornegin, konjugasyon, sadece gram negatif hiicrelerde
gerceklestirilirken, gram pozitif bakterilerde gerceklesmez. Baz1 bakterilerde
transformasyon dogal olarak gergeklesirken, bazilarinda ise gen transferi i¢in 6n
islemlerin uygulanmasi gerekir. Dogada meydana gelen transformasyonlar ise,
bakterilerin yabanci DNA'lara karsi kendilerini korumak i¢in tirettikleri enzimler

sayesinde siirlidir (Glazer 1995).

2.7.1. Transformasyon

Bu yontem genetik calismalarda en ¢ok kullanilan yontemler grubudur (Sekil
2.12). Bu yontemde bakteri hiicreleri DNA molekiiliinii i¢gine alirlar. Dort farkli
yontem vardir. Bunlar;

1. Dogal aktarim

2. Indiiklenmis aktarim

3. Protoplast transformasyonu

4. Elektroporasyon
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Dogal aktarim yonteminde bakteri kendiliginden yabanci DNA'y1 tistel artma
fazinin basinda igine alir. Bakterinin icine aldigi DNA pargasi, kromozomal
DNA'nin bir bélimiyle ayni dizine sahipse, kromozoma biitiinlesmis olur ve
kromozom ile birlikte artarak varligini stirdiirtir. Bacillus tiiri bakterilere gen bu

yontemle aktarilabilmektedir.

Indiiklenmis aktarim yonteminde bakteri hiicreleri 6n islemlerden gegirildikten
sonra DNA aktarimi yapilir. Bu yontem ile ilgili bircok yontem (protokol)
bulunmaktadir. Bunlardan en uygunu ve en ¢ok kullanilani, E. coli hiicrelerinin
CaCl; ile yikanmasi ve +4°C' de bekletildikten sonra plazmit DNA ile ayni ortama
konulup, 42°C' de 1-2 dakika bekletilerek 1s1 sokuyla plazmit DNA'nin hiicreye
aktarimidir. Aktarim yapildiktan sonra hiicreler kati ortamda uygun bir
isaretleyici antibiyotik kullanilarak ¢ogaltilirlar. Bu yontemde hiicrenin, istenen

DNA molekiiliinti hangi sistem ile i¢ine aldig1 halen bilinmemektedir.

Protoplast transformasyon yonteminde bakterilerin hiicre duvari kismen lizozim
enzimi ile enzimatik olarak hidroliz edilir. Ortamda osmotik dengeleyici sakkaroz
gibi bulunmasi durumunda, hiicrelerin pargalanmalari 6nlenir. Transformasyon
sirasinda ortamda hiicre ve DNA ile birlikte uygun oranda PEG (poli etilen glikol)
kullanilmasi durumunda, yiiksek oranda transformasyon gergeklesir ve istenen
DNA pargasi istenen mikroorganizmanin kromozomal DNA' sina girmis (fused
edilmis) olur. Transformasyon basamagindan sonra hiicreler santrifiijlenerek

PEG uzaklastirilir fakat hiicre ¢ogalmasi dengeleyici varliginda gergeklestirilir.

Transformasyon icin diger bir teknik de elektroporasyondur. Bu ydntemde
titresim etkisiyle yiiksek gerilim uygulanarak DNA istenen hiicreye transfer
edilir. Bu yontemde de hiicrenin hangi sistem ile DNA'y1 aldig1 heniiz

bilinmemektedir (Glazer 1995).
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Sekil 2.12. indiiklenmis transformasyon sirasinda hiicre ve plazmidin durumu
(Glazer 1995).

2.8. Geni Tasiyan Plazmitlerin Bulunmasi

Transformasyon isleminden sonra, istenen geni tasiyan hiicrelerin uygun
yontemlerle secimi gerekir. Transformasyon sonunda ortamda ¢ok fazla koloni
bulunacagi icin ortama segici isaretleyici (selective marker) gereklidir. En yaygin
yontem antibiyotiklere karsi direnc¢ saglayabilecek gen tasiyann plazmitlerin

klonlamada kullanilmasidir.

E. coli ile yapilan calismalarda genellikle ampisilini etkisiz hale getirecek geni
ampR tasiyan plazmitler tercih edilmektedir. Transformasyon isleminden sonra
koloniler secici isaretleyici gorevini yapacak antibiyotigi iceren ortamda

cogaltilirlar.

Plazmidi tasiyan hiicrelerin hepsi bu ortamda yasama kapasitesine sahiptir.
Antibiyotik iceren ortamda yasayabilen hiicrelerin hepsi klonlamada kullanilan
plazmidi tasimalarina ragmen klonlanmasi amaglanan geni tasima olasiliklar: cok
disiiktir. Kontrol amaci ile her bir hiicre tekrar ¢ogaltilir ve hiicrelerden plazmit
izolasyonu yapildiktan sonra plazmitler uygun restriksiyon enzimleri ile

kesilerek istenen geni tasiyip tasimadiklari kontrol edilir.
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Plazmidin 6zelliklerine bagli olarak geni tasiyacak olan plasmidi se¢cme

yontemleri de degisir.

Iki antibiyotige karsi diren¢ saglayan plazmit kullanimidir. Bu yéntemde
klonlanmak istenen gen, antibiyotige karsi diren¢ saglayan genlerden birini
pertiirbe edecek sekilde klonlanir. Istenen geni tasiyan mikroorganizma ise

asagidaki yontemle secilir (Atabey vd., 2006).

Transformasyondan sonra hiicreler, klonlamadan etkilenmemis antibiyotigi

iceren ortamda ¢ogaltilirlar.

Ikinci asamada, bu hiicreler iki ayr1 ortamda ¢ogaltilirlar.

1. Birinci ortam altiist edilen antibiyotigi icerir, ikinci ortam ise klonlamadan

etkilenmemis genin antibiyotigini icerir.

2. Birinci ortamda ¢ogalmayan, ikinci ortamda cogalabilen hiicrelere klonlama
gerceklesmistir. Ciinkii birinci antibiyotikli ortamda hiticrenin ¢ogalmamasi

antibiyotigi etkisiz kilacak genin islev gostermemesi demektir.

Klonlanmis plazmidi tasiyan koloninin segiminde en ¢ok kullanilan yontemlerden
biri, lac Z genini tasiyan plazmitlerin kullanimidir. Genin tirettigi 3-galaktosidaz
enziminin galaktozu parcalama islevinden yararlanilmaktadir. Bu ydntemde
galaktozun benzeri X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-3-D-galaktosid) substrat
olarak kullanilmaktadir. Plazmit tarafindan (-galaktosidaz tretilip ve substrat
hidroliz edildiginde hiicrelerin rengi bu substrat benzerinin kromatografik
ozelliklerinden dolayr mavi olmaktadir (Sekil 2.15). Lac Z geni, gen yapisina
herhangi bir niikleik asit dizininin sokulmasiyla altiist edildiginde [3-galaktosidaz
enzimi sentezlenemeyecegi ve substrat benzerini parcalayamayacagi icin
kolonilerin rengi beyaz olacaktir. Bu isaretleyici iceren plazmitlerde lac Z geni
icinde bir poliklonlama konumu bulunur ve klonlama islemleri bu bélgeye yapilir.
Koloniler bu yontemle renklerine gore secilir ve tim yodntemlerdeki gibi

restriksiyon analizleriyle genin varligi kontrol edilir. Sekil 2.13’ de pUC19 plazmit
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vektori gosterilmistir. Bu vektor, hem ampisilin direng genini tasimakta hem de

lac Z genini tasimaktadir. Bu vektore benzer ¢ok sayida vektor temin edilebilir.

Verimi en yiiksek olan yontem ise koloni hibridizasyon (hybridisation)
yontemidir. Bu yontemde radyoaktif izotop iceren dNTP’ler (deoxynucleoside
triphosphate) kullanilarak, klonlanmasi istenen gen radyoaktif olarak
isaretlenerek sonda hazirlanir. Sonda hazirlamak i¢in ssDNA (tek sarmall1 DNA)
kalip olarak kullanilir. ssDNA'nin karsilik gelen zinciri klenow enzimi ile
olusturulur. Ortamdaki niikleik asitlerden birisi radyoaktif izotop tasir. Geni
tasiyan plazmidi iceren mikroorganizmalar nitroseliilloz filtreler {izerine
adsorplanir ve bu filtre radyoaktif sonda ile hibridize edilir ve bir sonraki
asamada ya X-ray filmine radyoaktif maddenin 1sinlar1 aktarilir veya 6zel bir
goriintii analiz (Molecular Imager) cihazinda radyoaktif 1s1ma ile olusan
sinyalden yararlanarak klonlanmis geni iceren plazmidin aktarildig:

mikroorganizma segilir (Sambrook 2001).
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Hde 1185 o 407
Eco 0109 12676 (TP E LepT1E 408
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Sekil 2.13. pUC19 plazmit vektorii (Sambrook 2001).

Petri kabindaki tireme ortami X-gal bilesigi icermektedir. pUC18 veya pUC19

vektoriindeki araya eklenen (insert) DNA, mavi kolonilerin olusmasini saglayan
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geni bozmustur. Beyaz koloniler DNA parcasini tasiyan vektoriu icerirken, mavi

koloniler herhangi bir insert DNA par¢asini tasimamaktadir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. Rekombinant plazmidi almis olan bakteri hiicrelerinin bulundugu
petri kabi (Klug vd., 2003).

2.9. PET Sistemler

PET Sistem, E. coli' de rekombinant proteinlerin klonlanmasi ve ekspresyonu i¢in
gelistirilen en gii¢li sistemdir. Hedef proteinlerin daha kolay alt-klonlanmasini,
saptanmasini ve saflastirllmasini saglamak igin gelistirilmis 06zelliklerle

tasarlanmistir.

Hedef genler, giiclii bakteriyofaj T7 transkripsiyonunun ve (istege baglh olarak)
translasyon sinyallerinin kontrolii altinda pET plazmitlerinde klonlanir;
ekspresyon, konak hiicrede bir T7 RNA polimeraz ( T7 bakteriyofajina ait RNA
polimerazidir. Bu enzim, faj genlerindeki genetik bilginin mesajc1 RNA molekiilii
seklinde transkripsiyonunu katalizler) kaynag1 saglanarak indiiklenir. T7 RNA
polimeraz o kadar segici ve aktif ki, hiicre kaynaklarinin neredeyse tamami hedef
gen ekspresyonuna dontstiiriliir; indiiksiyondan birkag saat sonra toplam hiicre
proteinin % 50'sinden fazlasini igerebilir. Bu sistemin bir diger 6nemli faydasi,
hedef genleri, indirgenmemis durumda transkripsiyonel olarak sessiz tutma

kabiliyetidir.

Hedef genler baslangicta T7 RNA polimeraz genini igermeyen konaklar

kullanilarak klonlanir, bdylece konakg hiicre i¢in potansiyel olarak toksik olan
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proteinlerin tiretimi nedeniyle plazmit kararsizligi ortadan kaldirilir. Ekspresyon
yapilmayan bir konakta olusturulduktan sonra plazmitler, bir kromozomal iceren

ekspresyon konaklarina aktarilir.

Iki tiir T7 promotorii ve bazal ekspresyon seviyelerini baskilama sikiliklarinda
farkli olan cesitli konaklar mevcuttur, bu da biiyiik esneklik ve ¢ok cesitli hedef
genlerin ekspresyonunu optimize etme yetenegi saglar. Tiim pET vektorleri ve
tamamlayici Urtlnler, hedef proteinlerin uygun klonlanmasi, ekspresyonu, tespiti
ve saflastirilmasi i¢cin tasarlanmis kitler halinde mevcuttur. PET sistemi gerekli
cekirdek reaktifleri saglar. Sistem Bilesenlerini izleyen arka plan bilgileri,
uygulamaniz i¢in en iyi vektor / konak kombinasyonunu belirlemenize yardimci

olacaktir (Sekil 2.15) (Novagen, 1999).

Control  Vector Host strain Selection  Promoter N-terminal ~ Protease  Insert  Included with Cat. No.
fusion site (protein  vector/series
size)
A pET-14b BL21(DE3)pLysS  amp T7 HiseTag T p-gal pET-3, 5, 12, 69674-3
cam 118kDa  14b, 17h, 17xb,
20b, 23
B pET-15b BL2I(DE3)plysS  amp T7lac HiseTag T B-gal pET-11, 15b, 21,  69257-3
cam 118kDa  22b, 25b
C pET-16b BL21(DE3)pLysS  amp Tilac HiseTag X p-gal pET-16b 696753
cam 119kDa
D pET-19b BL21(DE3)pLysS  amp T1lac HiseTag E P-gal pET-19b 69676-3
cam 119kDa
E pET-28b(+)  BL21(DE3) kan T7lac HiseTag T P-gal pET-9, 24, 26b, 692583
TTeTag 119kDa__ 27h, 28
F pET-28b(+)  BL21(DE3) kan T1lac SeTag T P-gal pET-29 69259-3
119kDa
G pET-30b(+)  BL21(DE3) kan Tilac HiseTag T.E B-gal pET-30 69554-3
SeTag 121kDa
H pET-31b(+)  BLR(DE3)pLysS  amp T1lac KSI none pET-31b 69966-3
cam, tet 14.8kDa
] pET-32a(+)  BL21(DE3) amp Tilac TrxsTag T.E none pET-32 69030-3
HiseTag 20.4kDa
SeTag
K pET-34b(+)  BL21(DE3) kan T1lac CBD, #Tag T.E P-gal pET-34b, 33b, 701253
SeTag 138kDa_ 36b, 37b, 38b
L pET-39b(+) BL21(DE3) kan T7ac DsbA T.E none pET-39b, 40b 70463-3
HiseTag 32.2kDa
SeTag
M pET-33b(+)  BL21(DE3) kan T7lac HiseTag T P-gal pET-33b 705143
PKA site 120kDa
T7eTag
N pET-41b{+) BL21(DE3) kan T7lac GSTeTag T.E none pET-41, 42 70535-3
HiseTag 35.6kDa
SeTag

Sekil 2.15. pET vektor ve konakel tiire gore kullanilacak fiizyon proteinler.
Kisaltmalar: amp = ampisilin veya karbenisilin, kan = kanamisin, cam
= kloramfenikol, tet=tetrasiklin T = trombin, X = Faktor Xa, E =
enterokinaz (Novagen, 1999).
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2.10. Fiizyon Proteinler

Flizyon proteinler veya kimerik proteinler (kelimenin tam anlamiyla, farkh
kaynaklardan kisimlardan yapilmis), baslangi¢ta ayr1 proteinler i¢in kodlanmig
iki veya daha fazla genin birlestirilmesiyle olusturulan proteinlerdir. Bu flizyon
geninin cevirisi, orijinal proteinlerin her birinden tiiretilen fonksiyonel

ozelliklere sahip tekli veya ¢oklu polipeptitlerle sonuglanir. (Schmid vd., 1996)

Fiizyon genleri, kromozomlar arasmda DNA transferiyle viicutta dogal olarak
olusabilir. Ornegin, baz1 I6semi tiplerinde bulunan BCR-ABL geni, BCR-ABL fiizyon
proteinini yapan bir fiizyon genidir. Fiizyon genleri ve proteinleri biyolojik
arastirmalarda veya terapotiklerde kullanim i¢in ayni veya farkl organizmalardan
gelen genlerin veya gen pargalarinin, rekombinant DNA teknolojisi ile
birlestirilmesiyle yapay olarak laboratuarda da yapilabilir. Flizyon proteinleri ayrica
hastalik gelisimini incelemek icin toksinler veya bunlara eklenmis antikorlarla
uretilebilir (Koepke vd., 1996). Flizyon proteinlerin en énemli kullanim alanlar

sunlardir;

¢ Proteinlere afinite tag'inin ilavesiyle (Hisn Tag, GST (glutatyon -S-transferaz),
MBP(maltoz baglanma proteini) gibi) proteinin saflastirma islemini

kolaylastirmak (Raggett vd., 2000).

e Thioredoxin(TRX) gibi proteinlerin ilavesiyle proteinlerin ¢oziinirligini

artirmak veya disulfid baglarinin olusumunu kolaylastirmak.

e Flizyon proteinlerini periplazmik (iki membran arasi) bosluga tasimak ki orada

distlfid bag olusumunu ve proteinin dogru katlanmasini kolaylastirmak.

¢ GFP (yesil fliioresant protein) gibi reporter proteinlerin ilavesiyle de proteinin
tretilmesini ve tretildigi bolgenin gézlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Judger vd.,

2016) (Anderluh vd., 2003).
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2.11. Fuzyon Etiketleri (Tags)

Flzyon etiketleri, genetik olarak bir rekombinant protein iizerine asilanmis
peptid dizileridir. Genellikle bu etiketler, kimyasal maddelerle proteoliz veya
intein eklenmesi gibi enzimatik yollarla ¢ikarilabilir. Etiketler cesitli amaglarla
proteinlere yapistirilir. Afinite etiketleri proteinlere eklenir, boylece bir afinite
teknigi kullanilarak ham biyolojik kaynaklarindan saflastirilabilirler. Bunlar,
kitin baglayic1 protein (CBP), maltoz baglayici protein (MBP), Strep-tag ve
glutation-S-transferaz (GST) icerir. Poli (His) etiketi, metal matrislere baglanan

yaygin olarak kullanilan bir protein etiketidir.

Cozunurlik etiketleri, ozellikle E. coli gibi saperon eksikligi olan tiirlerde
eksprese edilen rekombinant proteinler icin, proteinlerde uygun katlanmaya
yardimci olmak ve bunlarin ¢okelmesini 6nlemek i¢in kullanilir. Bunlar arasinda
tioredoksin (TRX) ve poli (NANP) bulunur. Baz afinite etiketlerinin MBP ve GST

gibi bir ¢oziindiirme ajani olarak ikili bir rolii vardir.

Flizyon etiketleri, spesifik enzimatik modifikasyona (6rnegin, biotin ligaz ile
biotinilasyon gibi) veya kimyasal modifikasyona (fliioresans goriintiileme i¢in
FIAsH-EDT?2 ile reaksiyon gibi) izin verebilir. Genellikle etiketler, proteinleri
diger birgok bilesene baglamak icin birlestirilir. Bununla birlikte, her bir etiketin
eklenmesiyle, proteinin dogal fonksiyonunun, etiket ile etkilesimler yoluyla
ortadan kaldirilmasi veya tehlikeye atilmasi riski vardir. Bu nedenle, saflastirma
isleminden sonra, etiketler bazen spesifik proteolizle (6rnegin TEV proteaz,

Thrombin, Factor Xa veya Enteropeptidase) cikarilir (McAllister, 1993).

Flzyon etiketleri ifade edilen proteinlerin ¢éziintrligiini gelistirir. Heterolog
proteinlerin ¢oéziinlrligi, protein liretiminde ciddi bir tikaniklik olmaya devam
etmektedir. Bununla birlikte, ifade kosullarinin degistirilmesi bazen sorunu
cozebilse de, bu ¢oziinirlik flizyonlarinin kullaniminin sistematik analizi zor
olmustur ve bir¢ok proteinin farkl ¢éziiniirliik etiketlerinin varligina farkl tepki

gosterdigi anlasilmaktadir.
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Glinimizde, proteinleri eksprese etmek i¢in kullanilan bir dizi ortak ¢oziiniirlik
arttirici flizyon etiketi vardir. Bazi durumlarda, bu etiketler afinite etiketleri
olarak iki katina ¢ikar, yalnizca ¢oziiniir ifadeyi kolaylastirmakla kalmaz, ayni
zamanda protein saflagtirmasinin verimini de arttirir. Diger durumlarda, bu
coziiniirlik etiketleri, flizyon ortaginin ¢oziinme islevselligini siirdiirmesine ve
ayrica bir afinite etiketi olarak ikiye katlanmasina izin veren basit bir His-etiketi
ile birlestirilmistir. Bu ¢oziiniirliik arttirici etiketlerin birgoguyla birlestirilebilen
ilave afinite etiketleri de mevcuttur ve saflastirilmis proteinleri tiretmek icin

basariyla kullanilmistir (Vallejo vd., 2004).

2.11.1.S. Tag

S. Tag dizisi, Western blotlarda hizli, hassas homojen bir deneyle veya
kolorimetrik algilama ile tespit edilmesine izin veren bir fiizyon-peptid etiketidir.
Sistem, her ikisi de RNase A'dan tiiretilen, 15-aminoasit S-etiketi (Sekil 2.16) ve
103-amino-asit S-proteini arasindaki glgli etkilesime dayanmaktadir.
(Karpeisky vd., 1994; Kim ve Raines 1994). ). S-protein / S-etiket kompleksi, pH,
sicaklik ve iyon giiciine bagl olarak ~ 0.1 M kd'ye sahiptir (Connelly vd., 1990).

Tag Resadues — Sequence Size
(kDa)
Poly-Arg 5 RRRRR 0.80
(usually 5)
Poly-His 2-10 HHHHHH 0.84
(usually 6)
FLAG § DYKDDDDK 101
Strep-tag 11 § WSHPQFEK 1.06
c-myc I EQKLISEEDL 120
5- 5 KETAAAKFERQHMDS 175
HAT- 19 KDHLIHNVHKEFHAHAHNK 231
Ix FLAG 22 DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK 17
Calmodulin-binding peptide 26 KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL 296
Cellulose-bnding domaims -~ 27189 Domamns 300-
2000
SBP 1’ MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGOREP 403
Chitin-binding domain 5l TNPGVSAWQVNTAYTAGOQLVTYNGKTYKCLOPHTSLAGWEPSNVPALWQLQ  5.59
Glutathione S-transferase 211 Protem 26.00
Maltose-binding protem 396 Protem 40.00

Sekil 2.16. Afinite etiketlerinin sirasi ve boyutu (Connelly vd., 1990).
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Etiket, dort katyonik, li¢c anyonik, li¢ yiiksiiz polar ve bes polar olmayan kalintidan
olusur. Bu kompozisyon, S-etiketini ¢oziilebilir hale getirir. S. Tag hizl tahlilj,
riboniikleolitik aktivitenin sulandirilmasina dayanir. Tagged proteinler S-protein
matrislerine baglanabilir. Eliisyon kosullari ¢ok sert, 6rn. pH 2 olan tampon (Sekil
2.17); ancak, fonksiyonel proteinler elde etmek i¢in etiketi proteazla ayirmak
onerilir. Sistem, rekombinant proteinleri bakterilerden (Lellouch ve Geremia,
1999), memeli hiicrelerinden ve bakuloviriis bulasmis bocek hiicresi 6zlerinden
arindirmak icin islevseldir. Sistem genellikle ikinci bir etiketle birlikte kullanilir.
RNase A i¢in asir1 duyarl bir florojenik substratin kesfi, sistemi yiiksek verimli

tarama ile kombinasyon halinde saptama i¢in ilging kilar (Kelemen vd., 1999).

Affinity tag Matrix Elution condition
Poly-Arg Cation-¢xchange resin NaCl linear gradient from 0 to 400 mM at alkaline pH>8.0
Poly-His Ni*-NTA, Co™-CMA (Talon) Imidazole 20-250 mM or low pH
FLAG Anti-FLAG monoclonal antibody pH 3.0 or 2-5 mM EDTA
Strep-tag 11 Strep-Tactin (modified streptavidm) 25 mM desthiobiotim
c-myc Monoclonal antibody Low pH
5 S-fragment of RNascA IM guanidine thiocyanate,
0.2 M citrate pH 2, 3 M magnesium chlonde
HAT (natural histidine Co™-CMA (Talon) 150 mM imidazole or low pH
affimity tag)
Calmodulin-binding peptide  Calmodulin EGTA or EGTA with | M NaCl
Cellulose-binding domain Cellulose Family I: guanidine HCI or urca=4 M
Family [IA1L: ethylene glycol
SBP Streptavidin 2 mM Biotin
Chitin-binding domain Chitin Fused with intein: 30-50 mM dithiothreitol,
B-mercaptoethanol or cysteine
Glutathione S-transferase Glutathione 5-10 mM reduced glutathione
Maltose-binding protein Cross-lmked amylose 10 mM maltose

Sekil 2.17. Afinite etiketlerinin matrisleri ve eliisyon kosullar1 (Kelemen vd.,
1999).

2.12. Biiyiime Ortami

Genis bir bliylime ortami araligl, suslarin biiytimesi ve pET Sistemindeki hedef
DNA'larin ifadesi i¢in uygundur. Uygun biiyiime ortami1 M9, M9ZB, LB ve TB sivi

besiyeridir. Farkli besiyeri ortamlarinin igerikleri Sekil 2.18’ de gosterilmistir.
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LB*

Ma

M9ZB (Studier et al., 1990)

Per liter:

10 g Bacto tryptone
5 g Yeast extract

10 g NaCl

Per liter:

50 ml 20X M2 salts
20 ml 20% glucose
I ml 1M Mg50,

Per liter:

10 g N-Z-amine A (Quest)
5 g NaCl

s Autoclave and cool

* Adjust pH to 7.5 with 0.5 g NaCl + Add 100 ml 10X M9
1N NaOH 930 ml autoclaved salts, 1 ml 1M Mg50,,
« Autoclave deionized H.O 10 ml 40% glucose (from
autoclaved stocks)
10X M9 salts 20X M9 salts K phosphate
Per liter: Per liter: Per liter:
10 g NH,C1 20 g NH,CI 23.1 g KH.PO,
30 g KH PO, 60 g KH.PO, 125.4 g K HPO,
60 g Na, HPO,»7TH,O 120 g Na HPO #TH.O s Autoclave

e Autoclave

+ Autoclave

TB* (Sambrook et al., 198%)

Per liter:

0900 ml deionized water
12 g Bacto tryptone

24 g Yeast extract

4 ml glycerol

* Autoclave, cool to 60°C

» Add 100 ml sterile K phosphate

2.13. Molekiiler Klonlama

bir tekniktir.

36

Sekil 2.18. Buytiime ortamlari i¢in kullanilan besiyerleri (Novagen, 1999).

Molekiiler klonlama; DNA fragmanlarini ¢ogaltmak ve kopyalamak i¢in kullanilan

Molekiiler klonlama; bir DNA ve RNA dizisinin belirli bir boélgesinin diger

bolimlerden ayrilarak sinirsiz miktarlarda iiretilmesini saglar.

llgilenilen DNA fragmaninin konak hiicreye aktarimi icin bir vektér kullanilir.
2.13.1. Polimeraz zincir tepkimesiyle (PCR) gen derisiminin arttirilmasi

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR: Polymerase Chain Reaction) 6zellikli bir
DNA'nin belirli uzunluktaki bir hedef bolgesinin dizinini (kalip) hiicre disinda
yuksek konsantrasyonda c¢ogaltmak icin etkili bir yontemdir. Hedef DNA




dizininin konsantrasyonu, PCR tepkimesi ile her dongiisii lic basamaktan olusan
cok sayida (30-60 dongii) ardisik dongii ile tistel olarak arttirilir. PCR ile gen
konsantrasyonunun arttirilmasinin temeli DNA polimeraz enzimi ile ssDNA'nin
kalip olarak kullanilmasiyla DNA parc¢asinin konsantrasyonunun arttirilmasidir.
PCR ile hedef genin konsantrasyonunun erisiminin arttirilabilmesi i¢in hedef
genin her iki ucundaki DNA dizininin tamamlayicisi olan, uygun kosullarda hedef
ssDNA'nin uglarina baglanabilen, 3’- hidroksil u¢larindan sentezin baglamasini ve
devam etmesini saglayan ve klonlama i¢in uygun restriksiyon enzim konumlarini
iceren yaklasik 20-30 niikleotitten olusan iki sentetik oligontikleotit primer (ileri
primer ve geri primer) tasarlanir (Sekil 2.19). Birbirinden 1s1 etkisiyle ayirilmis
iki DNA zinciri de primerler yardimiyla ¢ogaltilmasi sirasinda kalip olarak
kullanilabilmektedir. Bir PCR prosesindeki her dongii iic énemli basamaktan

olusmaktadir. Bunlar:

1. dsDNA'dan ssDNA olusmasi: PCR sisteminde ilk basamak, reaksiyon
karisiminin sicakliginin 94°C' ye cikarilmasiyla dsDNA'dan ssDNA olustugu
basamaktir. Hedef DNA'ya ek olarak tepkime kabinda primerler, dort dNTP ve
Taq DNA polimeraz enzimi de bulunmaktadir. Sicaklik 94°C' ye ¢ikarildiktan
sonra reaksiyon kabi 1dk bu sicaklikta bekletilir.

2. Primerlerin baglanmasi: ikinci basamakta, sicaklik 94°C' den primerlerin
yapisma sicakligina (~50-60°C) dusuriilir. Boylece primerler hedef DNA

uzerindeki 6zellikli bolgelerine baglanirlar.

3. DNA sentezi (dsDNA'nin olusmasi): Son basamak olan ti¢iincii basamakta,
sicaklik Taq DNA polimerazin katalitik fonksiyonu i¢in optimum olan 72°C' ye
cikartilir ve boylece herbir primerin 3'-hidroksil grubundan DNA sentezi baslar.
DNA sentezinin tamamlanmasi i¢in gerekli siire hedef DNA'nin buyiikligiine

(1dk/kb) bagh olarak degisir (Sambrook ve Russell 2001).
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1. basamak
1 déngii

2. basamalk

30 dongi

TC G

Sall

3. basamal:
1 déngii

Gift iplik DNA molekiilii
T=04°C

TGT AAA AAA. i TCG GAC
ACATTT TTTuinimssnnna AGC CTG
TGT AAA A, TCG GAC

Primerler DNA molekiiliine yapisu

CACATIT Ileri primer

T=60"C

ACATTIT TTT..cveimicnsnrmsrmnnannsd AGC CTG

Geri primer  TCG GAC

l,’éG.—'L TCC

BamHI

TGT AAA AAA. TCG GAC

Ci'TC' G:kj_' U0 N 1 O — 1GC CTE

Sall

Tag DNA polimeraz eldenir.
T=72°C

ACATTT TTT . AGC CTG

IGT Add. e, TCOG GAC

EGATCG

BamHI

Sekil 2.19. PCR ile gen konsantrasyonunun arttirilmasi (Sambrook ve Russell

2001).

PCR teknigi, temel olarak ti¢ basamaktan olusmaktadir.

1. Denatiirasyon: 92-98°C’ de 3-5 dakika DNA zincirini ayirmak ic¢in, bazi

durumlarda 5-10 dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir.

2. Baglanma (Annealing): 50-52 °C’ de, 3-5 dakika

3. Uzama (Extension-Elongation): 70-74 °C’ de, 2 dakika PCR sonucunda elde

edilen trin, cogaltilmasi hedeflenen DNA parcasi ile iki primerin toplam

uzunlugu kadardir.

3 basamaktan (denaturation, annealing, primerextension) olusan islem, bir PCR

dongiisiinii temsil eder. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek

baslangictaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA parcacigi cogaltilir. PCR

sonucunda elde edilen DNA parcaciklar1 agaroz veya poliakrilamit jellerde
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yurutildiikten sonra, ethidium bromiir (EtBr) veya glimiis nitrat (GN) ile
boyanarak gozlemlenir. PCR boyunca biriken triinlerin boyu, iki primerin boyu

ve hedef DNA bolgeleri arasindaki mesafelerin toplami kadardir.

Matematiksel olarak amplifikasyon;

(2n-2n)Xile hesaplanir.

n=dongi sayisi.

2n=birinci ve ikinci dongli sonucunda olusan boylari1 bilinmeyen tiriinler.

X=orijinal kalibin kopya sayisi.

Her dongii %100 verimle ¢alissa 20 dongti sonunda 220 kat iiriin olusur (Sekil
2.20).

4th cycle
wanted gene e —

_<;|h prr <= Exponential amplification
<

2nd cvcle

— \_<=<

Ist eycle

— Isteycle 0 eeseeeeeeeee- = 35th cyele
template DNA

= ;‘<_<E .

3
4 copics 8 copies 6 copies 32 copies 2 =68 billion copies

(Andy Vierstracte 1999)

Sekil 2.20. PCR ile matematiksel artis (Sambrook ve Russell 2001).

2.14. Protein saflastirmasi

In vitro analizler yapabilmek icin bir proteinin diger hiicre bileskelerinden

saflastirllmas1 gerekir. Bu silire¢ genelde once hiicrenin parg¢alanmasiyla
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(sitoliz ile) baslar; hiicre zar1 bozulur ve hiicrenin igerigi ham lizat (crude lysate)
olarak adlandirilan bir sivi halinde salinir. Bu karisim ultrasantrifigasyon ile
hiicrenin farkli kisimlarindan olusmus boéliimlere ayrilir; ¢oziiniir proteinler,
membran lipitleri ve proteinler, hiicre organelleri ve niikleik asitler bu sekilde
birbirlerinden ayrilirlar. Tuzla ¢okeltme (salting out) yontemi ile lizattaki
proteinlerin konsantrasyonu arttirilabilir. Bunun ardindan, arzu edilen proteini
saflastirmak icin onun biytkligi, elektrik yiikii ve baglanma afinitesi gibi
ozelliklerine dayanarak cesitli kromatografi teknikleri kullanilir. Saflastirmanin
derecesini takip etmek icinjel elektroforezi (eger proteinin bulyukligi
biliniyorsa), spektroskopi (eger proteinin ayirdedici spektroskopik o6zellikleri

varsa) veya enzim Ol¢meleri ile (eger proteinin enzim etkinligi varsa) kullanilir.

Dogal bir proteinin laboratuvar uygulamalari igin yeterince saf olarak elde
edilebilmesi icin bir seri saflastirma asamasindan ge¢mesi gerekebilir. Bu siireci
basitlestirmek i¢in ¢ogu zaman genetik miihendislik kullanilarak proteinin yap1
ve etkinligine etki etmeden saflastirilmasini kolaylastiracak kimyasal 6zellikler
eklenir. Belli bir amino asit dizisinden olusan bir isaret (tag, cogu zaman bir
seri histidin kalintis1 ~ (His-tag), proteinin bir ucuna eklenir. Bunun
sonucunda, nikel iceren bir kromatografi kolonundan lizat gecirilince histidin
kalintilar1 nikele baglanir ve kolonda tutulur, lizattaki isaretlenmemis diger her

sey kolondan gecip gider.

2.14.1. Gen derisiminin 6l¢iimii

Gen derisimi;

1. Jel elektroforezi,

2. UV spektrofotometrik yontemleriyle belirlenebilir.

DNA molekiliiniin net ytiki yapisindaki fosfat iyonlar1 nedeniyle negatiftir. DNA

molekiilleri molekiil agirliklarindaki farklar nedeni ile jel elektroforezi cihaziyla

(Sekil 2.21), bir elektrik alan uygulanarak ayirilirlar. Uygulanan elektrik alan
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icinde molekiil agirligi en kii¢iik olan DNA en hizli, en biiyiik olan da en yavas
hareket eder. DNA molekiillerinin ayirilmasinda jel olarak agaroz kullanilir ve
cok kiigiik DNA parcalarinin ayirilmasi icin de poliakrilamit kullanilir. Agaroz
derisimi %0.7-1.2 (a/h) arasinda amaca gore degisir. Jel elektroforezin yapilmasi
sirasinda voltaj 125 V'u gegmemelidir. Bu degerin tlizerinde jelin yapis1 bozulur
ve elektroforez ¢ozeltisinde buharlasma meydana gelir. Jel elektroforez cihazinda
jelin 6rnek haznelerinden birine isaretleyici (marker) yiiklenir. Isaretleyicide
bulunan bantlar ve biiytikliikleri bellidir. Bu sayede yiirtittilen jel i¢cin uzakliga
kars1 molekiil agirhig1 grafige gecirilerek 6lglimleme yapilir ve istenen genin

molekiil agirlhigi yapilan bu 6lgtimleme ile bulunur.

Ornekleri jele yiiklerken, yiikleme boyasinin kullanilmas1 gerekmektedir. Ciinkii
ylikleme boyasindaki bromofenol mavisi 300bp DNA ile ayni hizla hareket eder
ve boylece DNA bantlarinin yaklasik yerleri ve cihazin isletme siiresi belirlenir.
Jelde DNA parcalarinin elektroforetik ytirtitiilmesi tamamlandiktan sonra jel EtBr
cozeltisinde bekletilir ve DNA parcalar1 EtBr ile boyanir; boylece UV 15181 altinda
bantlar gozlenebilir. Genin veya DNA parcgalarinin konsantrasyonu ve molekil
agirliklari, bilinen isaretleyici DNA parcalarinin bant tizerindeki yerleri ve
yansittiklari isik siddeti ile kiyaslanarak hesaplanir (Calik, 1998). Hem DNA hem
de RNA konsantrasyonu spektrofotometre ile belirlenebilir. Niikleik asitler, UV-
spektrofotometrede 260nm dalga boyunda en yiiksek oranda 151k absorpsiyonu
yaparlar. Konsantrasyon tayin edilirken DNA'nin veya RNA'nin saflastirilmis
olmasina dikkat edilmelidir; ¢iinkii bulunan konsantrasyon ortamda bulunan

tiim DNA ve RNA'nin konsantrasyonu olacaktir (Smith ve Wood 1991).

Kuyular

Elektrik ortam .

) >

Gog yonii |
i ——
Pozitif (+) elektrod

Negatif (-) elektrod

Sekil 2.21. Jel elektroforezi
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2.15. SDS-Page Protein Analiz Yontemi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin izlendigi
teknige verilen isimdir. Proteinlerin ayrilmasinda ve analizinde kullanilir.
Molekiillerin hareketi, molekiillerin yiikiine, boyutuna, bicimine, kimyasal igerige
ve uygulanan elektriksel alana baghdir. Jel elektroforezi en ¢ok kullanilan
elektroforez yontemidir (Alberts vd., 2002).

Jel elektroforez yontemleri

e Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE)

¢ Agaroz jel elektroforezi olarak ikiye ayrilmaktadir.

SDS (ayrica lauril stlfat olarak da bilinir) bir anyonik deterjandir, yani
coziindiiglinde molekiillerinin genis bir pH araliinda net negatif yiike sahip
oldugu anlamina gelir. Proteinler icerdikleri amino asitlere bagl olarak genellikle
bir art1 veya eksi ytike sahiptir. Protein molekiilii bulunan bir ¢ozeltiye elektrik
alan uygulandiginda protein yiikiine, biiytikliigiine ve bicimine bagl olarak belirli
bir hizla hareket eder. SDS' deki negatif ytikler, proteinlerin karmasik yapisinin
cogunu tahrip eder ve elektrik alanindaki bir anoda (pozitif yiikli elektrot)

kuvvetle ¢ekilir (Sekil 2.22).

SDS-PAGE yontemi proteinlerin safliginin kontrolli, molekiil agirliklarinin
bulunmasi ve  konsantrasyon  cesitliliginin  belirlenmesi  amaciyla
kullanilmaktadir. Bu yontemde proteinlerin icinde hareket ettigi ortam olarak
cok sayida capraz bagi bulunan poliakrilamit jel kullanilir. Jel monomerlerin
polimerlesmesi ile hazirlanir, gozeneklerin boyutu istenilen proteinin
ilerlemesini geciktirecek dlciide kiiclik olarak ayarlanir. Jel sentetik bir madde
olan akrilamit ile akrilamit tiirevi olan N-N’-metilen bis-akrilamidin
polimerlesmesiyle olusturulur ve o6rnekler bu jel lizerinde yiurittilir.
Polimerlesme reaksiyonunda akrilamit molekiilleri yan yana baglanarak diiz
zincirler olustururlar. Bis-akrilamit molekiilleri ise iki akrilamit zinciri arasinda
capraz baglanmalar olusturur. Bodylece agimsi bir yapt meydana gelir.

Polimerlesme derecesi sicaklik, pH, amonyum per siilfat (APS) ve N,N,N’,N’-
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tetrametil-etilendiamin (TEMED) miktarina gore farklilik gosterir. Polimerlesme
icin serbest radikal olusumuna sebep olan APS reaksiyon baslatici, TEMED ise

katalizor olarak rol oynar (Cooper ve Hausman, 2004).

Sekil 2.22. SDS-Page yontemi

2.16. Literatiir Calismalari

Literatiir incelendiginde Rekombinant FGF-2 iiretimi i¢in farkl biyoinformatik

yontemlerle gerceklestirilen calismalara rastlanmaktadir.

Gasparian ve arkadaslari (2009), tarafindan ¢alismada, FGF-2'nin (513 bp) amino

asit dizilimini DNA gen profili ile calismalar yapilmistir.

Sterling ve arkadaslari (2011), rekombinant FGF-2 proteinin tiretimini saglamak
icin memeli hiicre kiiltiirlerine farkli gen profillerini transfekte edilmesinin yani
sira, ayr1 rekombinant ekspresyon vektorlerine klonlamaya calismiglardir.
Bunun i¢in E. coli DH5a bakterisi kullanmislardir. Bu projede, 22.5, 24 ve 34 kDa
izoformlar1 icin memeli ekspresyon vektorleri olusturulmus ve 22.5 kDa ve 34

kDa izoformlarinin protein tiretimi CHO-K1 hiicrelerinde dogrulanmistir.

Patry ve arkadaslar1 (1994) yaptiklarn ¢alismada aktif FGF-2'nin homojenligine
iliskin tiretimi, saflastirmay1 arastirmislardir. Bunun i¢in FGF-2'nin sentezi icin
plazmit pET3a ve E. coli BL21(DE3) bakterisini kullanmiglardir. Ayrica
saflastirllmis rekombinant FGF-2'nin saflastirilmis formunun biyolojik

aktivitesini degerlendirmislerdir.
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Zhu ve arkadaslan tarafindan FGF-2'nin stabilitesini saglamak amaci ile
milisilindir formiilasyonu gelistirilmistir. Bunun i¢cin PLGA polimeri kullanilmis
ve oncelikle FGF-2'nin stabil olmadig1 durumlar belirlenmistir. Daha sonra
stabiliteyi artirmak i¢in cesitli ilave maddeler kullanilmistir. FGF-2'nin stabilitesi
icin heparin (pH degisimine ve sicaklik artisina karsi), EDTA (ortamdaki agir
metaller ile selat yapmasi i¢in), Mg(OH)2/BSA kombinasyonu (asidik
mikrocevreyi notralize etmesi i¢in) ve siikroz (FGF-2’yi kat1 halde tutmasi igin)
kullanilmistir. FGF-2bu ek maddeler ile milisilindirler i¢ine enkapsiile edilmistir.
FGF-2 salimi fosfat salin tamponu (PBS) icinde izlenmis ve salim ¢alismasinin 28.
giinliniin sonunda FGF-2'nin % 71’i milisilindir formilasyonundan salinmistir.
Ortama salinmis olan bFGF’'nin yapisal biitiinligi sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilarak incelenmis ve bu ¢alisma

sonucunda FGF-2’'nin yapisal biitiinliigiinii korudugu tespit edilmistir.

Soleyman ve arkadaslar1 (2016) yaptiklari calismalarda, en iyi ortamin sec¢ilmesi
icin rekombinant FGF-2' nin liretkenligini, farkli inkiibasyon sicakliklarinda
(25°C, 30°C, 37°C ve 42°C) ve farkh besiyeri ortaminda; lizojenik besiyeri (LB),
miithis besiyeri (TB), siiper optimal besiyeri (SOB) ve 2xYT dahil 4 farkli ortamda
test etmislerdir ve optimum ekspresyon stiresini belirlemek i¢gin sodyum dodesil
stlfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) analizi yapmislardir. Her
ekspresyon kiultiirii icin indiiksiyondan 2, 4, 6 ve 24 saat sonra oOrnekler
toplamislar ve optimum bir tiretimin 37°C'de elde edildigini tesbit etmislerdir. Bu

tez calismasinda da optimum tretim 37°C'de olarak belirlenmistir.

44



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Sarf ve Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan sarf ve kimyasal malzemeler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Sarf ve Kimyasal Malzemeler

Kimyasal Madde/Malzeme Firma
Agar MERC, Almanya
Yeast Extract Fluka, Almanya
Bacto Tryptone 0XOID, Birlesik Krallik
NaCl SIGMA, ABD
Etidyum Bromiir SIGMA, ABD
Terrific Broth(TB) SIGMA, ABD
Water(PCR icin) SIGMA, ABD
Agarose AppliChem, Almanya
DNA Ladder Fermentas, ABD
DNA Jel Ekstraksiyon Kiti BioLabs, Ingiltere
X-Gal Fermentas, ABD

Calismada kullanilan enzimler Cizelge 3.2° de ve oligoniikleotitler Cizelge 3.3’de

verilmistir.
Cizelge 3.2. Kullanilan enzimler
Enzim Firma

T4 DNA ligaz Fermentas

Taq DNA Polimeraz Fermentas

EcoRI Fermentas

BamH1 Fermentas

Cizelge 3.3. Oligoniikleotitler
Oligo ismi Baz Dizisi 5°-3’ Baz Sayisi

M13-F 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' 17
M13-R 5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3' 19
M20-F 5'-TCAGTGGTGGTGGTGGTG-3' 18
M20-R 5'-GGGAATTGTGAGCGGATAAC-3' 20
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Klonlama ve ekspresyon islemlerini gergeklestirmek amaciyla kullanilan

mikroorganizmalar Cizelge 3.4’de ve plazmitler Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Klonlama islemlerinde kullanilan 2 farkli mikroorganizma

Tir Sus Firma
Escherichia coli TOP10 Invitrogen
Escherichia coli BL21(DE3) Novagen

Cizelge 3.5. Klonlamada ve ekspresyonda kullanilan plazmitler

Plazmit Kullanim Amaci Firma
pET-32a(+) | Klonlama ve ekspresyon vektorii Novagen
3.1.2. Kullanilan cihazlar
Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.6’da verilmistir.
Cizelge 3.6. Calismada kullanilan cihazlar.
Cihaz Ad1 Firma
Mikrodalga Firin Arcelik
Buzdolabi Profilo
Mikro Santrifijj BIO-RAD
Dondurucu (-80°C) Thermo Scientific
Inkiibatér (orbital calkalayici) JEIO TECH
Otoklav HIRAYAMA
Distile su cihazi Niikleon
pH Metre METTLER TOLEDO
Derece Elite
Vorteks yellow line
Hassas terazi AND GH-257
Kuru Is1 Blogu Clifton
[sitici-Manyetik karistirici yellow line
PCR Makinesi BIO-RAD
Agaroz Jel Elektroforezi BIO-RAD
Jel Goriintiileme Sistemi BIO-RAD
UV/VIS Spektrofotometresi mySPEC
Western blot BIO-RAD
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3.2. Yontem

Rekombinant DNA yontemi ile E. coli bakterisinin ile FGF-2 rekombinant protein
tretimini gergeklestirebilmesi i¢in yapilan deneysel c¢alismalar farkli

asamalardan olusmaktadir.

1.Restriksiyon endoniikleazlarla istenilen DNA bélgesinin kesilip ¢ikartilmasi,

2. Ayni restriksiyon endontikleazla vektér DNA’sinin kesilmesi,

3. Vektor DNA’s1 ile hiicresel DNA'nin birlestirilmesi (rekombinant DNA),

4. Hiicresel DNA+vektor DNA’sinin konakel organizmaya aktarilarak ¢ogaltilmasi,

4. Organizmadan 6zel DNA pargalarini igeren klonlarin secilmesi.

3.3. Kodon Sec¢imi ve Gen Sentezi

Kodon optimizasyonu icin FGF-2 genine S. Tag genine ait protein sekansi
‘https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein’ FGF-2 ve S. Tag’a ait mRNA dizisi
“https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide” databaseinden FASTA formatinda

alintilandi.

S6z Konusu gene ait mRNA sekans dizisi ‘Jawa kodon adaptasyon tool (JCAT)’ da
islenerek ilgili aminoasit sekanslar1 NCBI protein database de ‘FGF -2 protein
sekansy’ dizisinin FASTA formati ile karsilastirilip Jcat ve NCBI sekans dizileri ile
ilgili aminoasitlerin sentezlenmesine aracilik eden mRNA dizisi belirlendi.
288aa’e kaliplik eden mRNA gen dizisi olarak 864bp uzunlugunda mRNA sekansi

belirlendi .
Vektor pET-32a(+) ve konak¢1 BL21(DE3) i¢in uygun olan fiizyon proteinleri

Sekil 2.16’daki tabloda da gosterildigi gibi Trx tag, His Tag ve S. Tagdir. Yiiksek

saflikta ve verimde iiretim yapmay1 saglayan S.Tag kullanilmistir.
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FGF-2 Geninin insan genomundan izolasyon ve amplifikasyonunu saglayacak
PCR  primer dizileri dizayn edilerek dizilere esas sekanslar
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi online software ile blastlanarak bélge

spesivitesini saglayacak 6zellikte ve uzunlukta primerler dizayn edildi.

3.3.1. Restriksiyon Enzimleriyle Kesim

pET-32a(+) vektori EcoRI ve BamHI yapiskan uglu restriksiyon enzimleriyle
Cizelge 3.7 deki ¢esitli deney calismalar1 ve protokoller kullanilarak optimum

ortam kosullar1 saglanmis ve kesilmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.7. pET-32a(+) vektort icin kesim optimum kosulu

Pet-32a(+) vektorii icin Kesim Firma
3 ul pet vektor Novagen
3 pl 10x EcoRI enzyme buffer Roche
3 pl 10x BamHI enzyme buffer Roche
0,5 pul EcoRI Roche
2 ul BamH1 Roche

e Kesim reaksiyonlar1 37 °C’ de 3 saat kuru 1s1 blogunda 45 dakikada bir

karistirilarak islem tamamlandi.

Sekil 3.1. Kuru 1s1 blogunda 37°C’ de
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3.3.2. EcoRIl, BamHI kesim islemi sonrasinda Agaroz jel elektroforezi ile
goriintiileme

e 1lgagaroz tartildi, 100ml 1x TBE soliisyonu igerisine konuldu ve iizerine stok

etidyum bromiir eklendi.

e Mikrodalga igerisine ¢éziinmesi i¢in karistirilarak konuldu ve kaynatildi.

e Mikrodalgadan ¢ikartilip karistirildi (dibinde ¢okmeler oldugu i¢in) ve tekrar

mikrodalga icerisine konulup kaynatildi jel haline geldi.

e Jel kiivete dokiildii, lizerine kiivetin taragi eklendi ve donmasi icin beklenildi

(Sekil 3.2).

e Jel kiivetten cikartilip jel elektroforez kiivetine konuldu ve tlizeri 1xTBE
sollisyonu ile max seviyesine kadar dolduruldu. 3 saat sonunda kesimi biten

vektor sirasiyla Cizelge 3.8’ deki gibi kiivetlere konuldu.

Sekil 3.2. Kiivete kurumasi i¢in doktlen jel.

Cizelge 3.8. Jel elektroforezinde kullanilan malzemeler

Elektroforez Kiiveti icerisine Firma

3 ul kesim yapilan pet-32a(+) Novagen

3 pl kontrol Novagen
3 ul DNA ladder Fermentas
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e 220V’da 20dk jel elektroforezinde ytriitildu (Sekil 3.3).

e EcoRI, BamHI kesimi ile klonlandig1 vektérden ¢ikartilmis bir gen olan pET-
32a(+), jel goriintileme sisteminde (Sekil 3.4), jelin boyanan kismi ve jelin

boyasiz kismi olarak kolaylikla goriilebildi ve fotografi alindi.

Sekil 3.3. Jel elektroforezi

Sekil 3.4. Jel goriintiileme sistemi.

3.3.3. Vektor DNA’sinin jelden ekstraksiyonu

Kesim sonrasi vektdr ve gen parcasinin enzimlerden ve icerisinde bulunan

tampon sisteminden kurtulmasi i¢in %1’ lik agaroz jel iizerinden kesilmis pET-
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32a(+) vektorini geri almak icin DNA Jel Ekstraksiyon Kiti (BioLabs) kit
protokoliine gore kullanilarak DNA’nin izolasyonu ile temizleme islemi (jel
ekstraksiyonu) yapildi. izolasyonu gerceklesen Vektor DNA’st 260nm’ de
spektrofotometrede OD 6l¢limii yapildi ( Sekil 3.5).

-

——

mySPEC

s e

E_, -

Sekil 3.5. UV spektrofotometre ile mikroorganizma yogunlugu dél¢iimii
3.3.4. Besiyerlerinin hazirlanmasi

TB agar

TB s1v1 besiyerini (SIGMA) kat1 besi yeri haline getirmek icin;
e 100ml’ lik 30ml’ lik TB s1v1 besiyeri konuldu.

e 0,3g agar (AppliChem) hassas terazide tartilip TB siv1 besiyerine ilave edildi
ve (Sekil 3.6) otoklavlanda.

e TB besiyeri 50°C’ ye sogutulup igerisine 0,003g toz ampisilin ve kolonilerin
gozikmesi icin (mavi/beyaz) 2 pl X-Gal (Fermentas) ilave edildi
calkalandiktan sonra 2 adet petri kabina 15 pl kadar dokiim yapildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Petri kaplarina besiyeri dokiimii

3.3.5.LB agar

LB agar hazirlamak icin Cizelge 3.9 ’'daki yer alan malzemeler kullanldi,

otoklavlandi ve petri kutularina dokuldii.

Cizelge 3.9. LB agar hazirlamak i¢cin kullanilan malzemeler.

LB Agar Miktar
Bacto-trptone 5g
Yeast extract 2,58
NaCl 10g
Distile H20 400ml
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e Bu maddeler distile su igerisind

e manyetik karistirici yardimiyla iyice

¢ozlldi. Besiyerinin pH’s1 7,5’e ayarlandiktan sonra 7,5g agar ilave edildi ve

manyetik karistiriciyla tamamen ¢

tamamlanarak ve sterilizasyon i¢in

Otoklavlama islemi sonrasi LB besi

icerisine 0,003g toz ampisilin ve kol

ozlldiikten sonra son hacim 500mL’ ye

otoklava konuldu.

yeri 30ml alinarak ve 50°C’ ye sogutulup

onilerin goziikmesi i¢cin (mavi/beyaz) 2 pl

X-Gal ilave edildi ¢calkalandiktan sonra 2 adet petri kabina 15ul kadar dokiim

yapild1.

Sogumasi beklendi ve daha sonra

konuldu.

3.2.5. Ligasyon (Baglama) islemi

Ligasyon islemi 2 farkli protokol uy.

kullanilmak tizere +4°C’ye buzdolabina

gulanarak yapildi (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. iki farkl ligasyon islemi protokolii

Ligasyon1(Fermentas) Ligasyon 2 (Sigma)
5 ul vektor 1 ul vektor
5 ul insert (sentetik gen) 1 ul insert

2 ul Ligasyon buffer

1 ul DNA Ligase from T4-infected
E.coli

2 ul T4 DNA Ligaz

0,5 pul 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3'
(M13-F)

0,5ul
(M13-F)

5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'

0,5 ul 5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3'
(M13-R)

0,5 ul 5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3'
(M13-R)

6 ul dH,0

5 ul dH,0

de 2 saat buzlu su banyosunda

Ligasyon 1, toplamda 20 pl; ligasyon 2 ise toplamda 10 pl olacak sekilde 16°C’

Sekil 3.8° deki gibi bekletildi. Boylece

transformasyon icin hazir hale getirildi.
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Sekil 3.8. Ligasyon 16°C’de buz banyosunda

Ligasyon 1 ve ligasyon 2 ile ayr1 ayr1 yapilan ligasyonlarin olup olmadigi, PCR

ve jel elektroforeziyle bakildi goriintiisii alindi.

Ligasyon 1 ile yapilan Jel goriintiisiinde DNA yogunlugu daha ¢ok oldugu i¢in

deneylere Ligasyon 1 ile devam edildi.

3.3.6. Transformasyon (E. coli TOP10)

E. coli TOP10’lu (Invitrogen), birisi ligasyon ve digeri kontrol amaciyla

kullanilan pUC19 DNA i¢in 2 ayr1 ependorf tiip alindu.

Ligasyon yapilan plazmit DNA, kisa siireligine hizli santriifiijlendi ve buz

kiiveti icerisine konuldu.

Ligasyon karisimindan 5 pl alimip ligasyon yazan E. coli TOP10’lu tiipe

konuldu ve sadece dibine parmakla vurarak karismasi saglandu.
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PUC19’dan 5 pl alinip ligasyon yazan E. coli TOP10’lu tiipe konuldu ve ayni1

sekilde dibine parmakla vurarak karigsmasi saglandi.

30 dk buz kiivetinde bekletildi.

Hemen 42°C’ lik kuru 1s1 blogunda tiipler sicakla 30sn soklandi ve hemen

tekrardan buz kiveti tizerine konuldu.

S.0.C. besiyeri oda sicakligina getirildi.

S.0.C. besiyerinden 250’ ser pl alinip ligasyon tiipiine ve pUC19 DNA tiipiine

konuldu.

Calkalamali inkiibatore 2 tiip, 37°C’ de 225rpm’ de 1 saat inkiibasyona
birakildi.

TB besiyeri 1sitild1 37°C’ ye getirildi.

Ligasyon ve pUC19 DNA 2 ayr1 TB besiyerli petri kutusuna ekim yapildi. Cam
oze yardimiyla E.coli’ lerin yayilmasi saglandi (Sekil 3.9).

Petri kutular1 37°C’ de gece boyunca inkiibatérde inkiibasyona birakildi.
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Sekil 3.9. TB besiyeri ortamina ekim yapilmasi.

3.3.7. Transformasyon BL21(DE3)

e E. coli BL21(DE3)’ den (Invitrogen) birisi ligasyon ve digeri kontrol amaciyla
kullanilan pUC19 DNA i¢in 2 ayr1 ependorf tiipler alind1.

e Ligasyon yapilan plazmit DNA, kisa siireligine hizli santriifiijlendi ve buz

kiiveti igerisine konuldu.

e Ligasyon karisimindan 5 pl alinip 2 farkh tipe konuldu ve sadece dibine

parmakla vurarak karigsmasi saglandi. Kesinlikle calkalanmayacak!

e PUC19’dan 5 pl alinip ligasyon yazan E. coli TOP 10’lu tiipe konuldu ve ayni

sekilde dibine parmakla vurarak karismasi saglandi.

e 30 dk buz kiivetinde karistirmadan inkiibe edildi.

e Hemen 42°C’ lik kuru 1s1 blogunda tiipler sicakla 30sn soklandi ve hemen

tekrardan 5 dk boyunca buz kiiveti tizerinde karistirmadan bekletildi.

e S.0.C. besiyeri oda sicakligina getirildi.

56



e S.0.C. besiyerinden 950’ ser ul alinip ligasyon tiiptine ve pUC19 DNA tiipiline

konuldu.

e (Calkalamali inkiibatére 2 tiip, 37°C de 250rpm’ de 1 saat inkiibasyona
birakild.

e TB besiyerli petri kutular1 1sitild1 37°C’ ye getirildi.

e Ligasyon ve pUC19 DNA, 2 ayr1 TB besiyerli petri kutusuna ekim yapildi.

Cam 6ze yardimiyla E. coli’lerin yayilmasi saglandi.

e Petri kutular1 37°C’ de gece boyunca inkiibatorde inkiibasyona birakildu.

3.3.8. Klonlama isleminin test edilmesi amaciyla PCR Analizi

e Steril 6ze kullanarak treme olan E. coli TOP10 (TB besiyeri) ve E. coli
BL21(DE3)(LB besiyeri)’lii agar plakalarindan en az 1mm c¢apinda olan ve

miimkiin oldugunca ¢ok sayida hiicre alinmaya calisildi (Sekil 3.10).

e 0,5 ml’ lik tiiplere 50 pl distile su konuldu bunun icerisine 6ze yardimiyla

aldigimiz koloniler steril bir sekilde konuldu.

e Tiplerden kullanilmayanlarin agizlar1 parafinlenerek -20°C’ ye buzluga

konuldu.

e PCRicin kullanilanlar ise, 5 dk boyunca 99°C’ de kuru 1s1 blogunda bekletildi.

e Hicre kalintilarim1 gidermek icin 1 dakika boyunca 12.000rpm’ de

santrifiijlendi.

e Ardindan hemen, kullanana kadar buz tizerinde birakildi.

e PCRyapilarak jel elektroforeziyle goriintiisii alindi.
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Sekil 3.10. Steril 6ze yardimiyla toplanip distile suya konulan koloniler.

3.3.9. SDS-Page Analizi

SDS-Page icin tekrardan besiyerlerine ekim yapildi. Clinkii E. coli bakterisi
tarafindan yeni iretilen protein lazimdi ve bakterilerin iyice tlireyerek
cogalmasi isteniyordu. Bunun icin, etiivde 37° C'de 1,5-2 giin boyunca E. coli’
ler bekletildi.

E. coli’ ler 6ze yardimiyla alind1 ve SDS-Page soliisyonuna konuldu.

3 defa SDS-Page yapildi ve jel goriintiilleme sistemiyle fotograflar: alindi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. TB ve LB besiyeri ortamlarinin karsilastirilmasi

Sekil 4.1. E. coli TOP10 ve E. coli BL21(DE3)’lin LB besiyeri ortaminda 19
saatsonunda olusan koloni goriintiist.

TB (Sekil 4.5) ve LB besiyeri ortamlarina ayri1 ayri ekim yapildi ve 19 saatin
sonunda oOzellikle E.coli TOP10 bakterisinin bulundugu LB besiyeri ortaminda
daha az tireme oldugu sonucuna ulasildi. TB besiyeri ortaminin E.coli bakterisinin

liretilmesi icin daha uygun potansiyele sahip oldugu sonucuna varildi.

4.2. pET-32a(+) Kesim Reksiyonu Bulgulari

Vektor pET-32a(+)'nin kesim reaksiyonunun olup olmadigini1 anlamak i¢in jel

elektroforezi yapildi ve jel goriintiilleme sistemiyle fotografi alindi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Jel goriintiileme sisteminden c¢ikan fotograf soldan saga sirasiyla
1.kuyucuk, kontrol, 2. kuyucuk, kesilmis vektor, 3. kuyucuk, DNA

ladder.

pET-32a(+)'nin kesimi yapildiktan sonra icerisindeki jelden ayirma islemi yapildi

ve spektrofotometrede 260nm’ de OD okumasi yapildi. OD: 0,729.

4.3. Ligasyon Oncesi OD Olgiimleri

Ligasyon oncesi, FGF-2 sentetik gen ve oligoniikleotit dizileri hazirlanarak

spektrofotometrede 260nm’ de OD okumalari yapildu.

Cizelge 4.1. Ligasyon 6ncesi UV ol¢ciimleri

Isim Eklenilen su oranlari(ul) | OD Sonuglari
FGF(ATG+TRX+S.Tag+DDDK+ 100 0,826
(Gly4Se)2+FGF-2+UAA)
M13-F 511 4,194
M13-R 623 6,230
M20-F 659 11,319
M20-R 652 12,591

4.4. Ligasyon Analiz Bulgulari

Ligasyonl ve Ligasyon2 olmak tlizere 2 farkli firmanin

protokolleri uygulanarak yapildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. PCR goriintiisii soldan saga; 1. kuyucuk DNA Ladder 2. kuyucuk
ligasyon1 3. kuyucuk ligasyon2.

4.5. Klonlama Sonrasi Plazmit DNA’larin Restriksiyon Enzimleri ile Analizi

Baslik 3.2.8’ de anlatilan PCR reaksiyonu sonucunda FGF-2 proteininin amplifiye

edildigi %1’ lik agaroz jelinde gézlemlenmistir.

Plazmit pET-32a(+)'nin kesilmesi ardindan, insert DNA (ATG + TRX + S.TAG +
DDDDK + (Gly \ Se) , + FGF-2 + UAA), M13R veM13F oligoniikleotitleriyle ligasyon

islemi yapilmisti. En son olarak da genin plazmite klonlanip klonlanmadigini

anlamak amaciyla M20R ve M20F oligoniikleotitlerle PCR gerceklestirildi.
e PCRirtniyle Jel elektroforezi yapildi ve protein yurttildu (Sekil 4.4).

e Jel Uizerinde ylrutiilen proteinin jel goriintiilleme cihaziyla miktar: belirlendi.
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Sekil 4.4. Soldan saga 1. 50bp’lik DNA ladder 2. E. coli TOP10 3. ve 4. E. coli BL21
(DE3) 5. 200bp’lik ladder.

1.kuyucukta 20bp’lik ladder.

2. kuyucukta, E. coli TOP10 bulunan transformasyon sonucu olusan protein
miktar1 196bp.

3. kuyucukta, E. coli BL21(DE3) bulunan transformasyon sonucu olusan protein
miktar1195bp.

4. kuyucukta, E. coli BL21(DE3) bulunan transformasyon sonucu olusan protein
miktar1196bp.

5.200bp’lik ladder.

Cikan sonuglar M20F ve M20R oligontikleotitlerinin dogru birlestigi ve FGF-2

proteinini tiretilebildigini ortaya koydu.

4.6. SDS-Page Analiz Bulgular

e SDS-Pageicin, etiivde 37° C'de 1,5-2 glin boyunca E. coli’ ler iyice liremesi i¢in

bekletildi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. E. coli TOP10 ve E. coli BL21(DE3)’lin TB besiyeri ortaminda 19 saat
sonunda olusan koloni goriintiisii.

Sekil 4.6. E. coli TOP10 ve BL21(DE3)’lin TB besiyeri ortaminda 44 saat sonunda
olusan koloni goriintiisi.

e Kat1 besiyerlerindeki E. coli (TOP10 ve BL21(DE3)) toplam koloni sayisi

belirlendi. E.coli TOP10 bakterisi yaklasik 200 koloni, E.coli BL21(DE3)

bakterisi ise onun en az 2 kat1 kadar yaklasik 450 civarinda koloni sayimi

yapildi. BL21(DE3) bakterisinde daha ¢ok kolonilesme oldugu gézlemlendi.

e Koloniler 6ze yardimiyla SDS-Page soliisyonu icerisine toplandi (Sekil 4.7 ve

Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Koloniler 6ze yardimiyla toplanirken.

e Arta kalan koloniler distile sulu mikro tiipler icerisine 6ze yardimiyla alindi

ve agizlar1 parafinlenerek -20° C' ye buzdolabina kaldirildi.

Sekil 4.8. SDS-Page soliisyonuna koloniler konuldu.

e Deney-1; SDS-Page kuyucuklarina sirasiyla 1. Kuyucuga 5ul Precision Plus
Protein All Blue Standarts konuldu. 2.kuyucuga 20ul E. coli TOP10, 3.
kuyucuga 20ul E. coli BL21(DE3), 4.kuyucuga 5pl yine Precision Plus Protein
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All Blue Standarts konuldu. 5. kuyucugu bos birakip, 6. Kuyucuga ise 5pl

western C standart konuldu.

e 150V’da 20dk yiiriitme yapildi.

e Jel goriintiileme sistemiyle goriintiisii alind1 (Sekil 4.10).

e Kullanilan markera ve markaya gore protein boyutu (kd) belirlendi (Sekil

4.9).

Precision
Plus
Protein™

. Standards

Sekil 4.9. Protein boyutunu gosteren cizelge

65



| A

1

Sekil 4.10. SDS-Page yiiriitme sonucunda protein bandi ilk deneyde, en diisiik
18kd ve en yliksek 24kd biiyiikliigiinde ¢ikti.

e Deney-2; SDS-Page kuyucuklarina daha iyi goriintii saglanmasi igin birer
kuyucuk araliklarla sirasiyla 1.kuyucuk bos birakildi, 2. Kuyucuga 5pul
Precision Plus Protein All Blue Standarts konuldu. 3. Kuyucuk bos, 4.kuyucuga
17ul E. coli TOP10, 5. Kuyucuk bos, 6. kuyucuga 17ul E. coli BL21(DE3), 7.
Kuyucuk bos 8.kuyucuga yine 5ul Precision Plus Protein All Blue Standarts
konuldu.

e 140V’da 20dk yiiriitme yapildi.

e Jel goriuntilleme sistemiyle goruntiisi alindi (Sekil 4.11).

L T i
\ :

Sekil 4.11. SDS-Page yiiriitme sonucunda protein bandi 2. Deneyde en diisiik 18kd
ve en yiiksek 24kd biiytikliigiinde gozlemlendi.
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e Deney-2’ de protein bandi yirtildig1 i¢in gériintii i¢in 3. bir deney yapildi.

e Deney-3; Bu denemede goriintii daha net c¢iksin diye standart daha fazla
konulduy, E. coli TOP10 ve E. coli BL21(DE3) miktarlar1 azaltildi. 1.kuyucuk bos
birakildy, 2.kuyucuga, 15ul Precision Plus Protein All Blue Standarts konuldu,
3.kuyucuga 10ul E. coli TOP10, 4.kuyucuga 10ul E. coli BL21(DE3) ve
5.kuyucuga 15ul Precision Plus Protein All Blue Standarts konuldu.

e 150V’da 11dk yiirtitme yapildu.

e Jel goriintiileme sistemiyle goriintiisii alind1 (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. SDS-Page yiiriitme sonucunda protein bandi 3. Deneyde en diisiik 18kd
ve en yuiksek 24kd biiytiikliigiinde gozlemlendi.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Mitojenik bir polipeptit olan temel FGF baslangicta sigir beyinindeki hipofiz
bezinden tanimlanmistir (Emoto vd. 1989). Sinirlh kaynak mevcudiyeti,
izolasyon zorlugu ve bliylik miktarlarda bFGF talebi, bu biiylime faktoriiniin
ylksek diizeyde ekspresyonu ve saflastirilmasindan dolayi talep edilmektedir ve
doku rejenerasyonu, yara iyilesmesi ve kok hiicre arastirmasi gibi farkl
uygulamalar i¢in gereklidir (Villanueva vd., 2014; Ma vd., 2014). Bir rekombinant
bFGF'nin tiretilmesi icin, E. coli, bacillus subtilis, pichia pastoris, soya fasulyesi
tohumlari, ipekbocegi (bombyx mori L) ve piring tohumlar: gibi ¢esitli konaklar

kullanilmistir (Wu vd., 2001; Mu vd., 2008).

Bu calismada, FGF-2 rekombinant proteininin ytliksek saflikta ve miktarda
liretimi icin biyoinformatik ¢alismalarla tasarlanan literatiirde yer almayan yeni
bir gen profili E. coli ekspresyon sistemi icin kullanilmistir. Bu sistem, maliyet
etkinligi, zaman tasarrufu, kolay kiltiir, hizli1 biiylime ve rekombinant proteinin
kolay geri kazanimi dahil olmak iizere heterolog bir rekombinant protein ifade

ederken ¢esitli avantajlar sunmaktadir(Broedel vd., 2001).

Bu tez calismasinda FGF-2'nin ¢oziinurligini arttirmak icin pET-32a (+)
ekspresyon vektorii sisteminde bir Trx etiketi birlikte kullanilmistir. Ayrica Trx
ve FGF-2 kodlama dizisi arasinda, afinite kromatografisi ile tespit ve hizl
saflastirma icin S. Tag kullanilmistir. S. Tag sistem, her ikisi de RNaz A'dan
tiretilen 15aa S. Tag ve 103aa S-proteini arasindaki giicli etkilesime dayanmakta
ve yeniden olusturulmus ribontkleolitik aktivite ile sonug¢lanmaktadir.
Calismada; Trx ve FGF-2 proteinini ayiran enterokinaz boliinme bolgesi (DDDDK)
kullanilarak, FGF-2 proteininin fiizyon proteininden enterokinaz sindirimi

yoluyla geri kazanilmasida saglanmistir.

Soleyman ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar: calismalarda, en iyi ortamin se¢ilmesi
icin rekombinant FGF-2' nin tretkenligini, farkli inkiibasyon sicakliklarinda
Rekombinant E. coli BL21 hiicreleri ile farkl besiyerlerinde iiretim yapmislardir.
Bu tez calismasina benzer sekilde en iyi inkiibasyon sicakliginin 37 °C’de

oldugunu ortaya koymuslardir. TB ve LB ortaminin yeast extract, tripton, pepton
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ve fosfatlari yiiksek tiretkenlik saglar, ayn1 zamanda karbon kaynagi takviyesi ve
bir fosfat tamponu olarak gliserol kullanimini olumsuz pH degisikliklerini azaltir
(Collins vd., 2013). Novagen (1999) protokoliine gore ise, pET sistemindeki
hedef DNA' larin ifadesi i¢in uygun biiylime ortamlari; M9, M9ZB, LB suyu ve TB
besiyeri ortamlarinin oldugu belirtilmistir (Sekil 2.19). Bu tez ¢alismasinda
kullanilan TB besiyerinin, LB besiyerinden daha iyi liretim potansiyeline sahip

oldugu tesbit edilmistir.

Gasparian ve arkadaslar1 (2009), bu tez calismasindan farkli olarak Bglll ve
HindIll restriksiiyon enzimleri kullanmislardir. E. coli susu BL21 (DE3), DNA pET-
32a / FGF-2 plazmidiyle donistiiriilmistiir ve bakteriler LB ve TB besiyeri
ortaminda biiytitiliip, toplanip, SDS-Page yapilmistir. Flizyon protein olarak
sadece Trx kullanilmis ve SDS-Page yapilmis, poliakrilamid jeli izerinde sadece
yaklasik 17 kd'luk bir bant goriinmesine neden olmustur. Bu tez ¢alismasinda ise
Trx ve ek olarak S. Tag filizyon proteinleri, ayrica DDDDK ve (Glys Sez)
kullanilmistir. FGF-2 proteini, PCR ile indiiklendiginde ve SDS-Page analizi
sonucu turetim potansiyeli acisindan 24kd boyutunda bant goriintiisi elde

edilmistir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda yeni gen profiline sahip ulusal diizeyde ticari olarak
Uretimi gerceklesebilecek, patent alinabilecek, yiiksek saflikta ve verimde
rekombinant FGF-2 proteini tiretimi gerceklesmistir. Bu proteini liretim yontemi
daha sonra yapilabilecek farkli rekombinat protein {retim yoéntemlerinin
gelistirilmesi acisindan temel olusturmasi ve iretilen proteinin saglik,
biyomedikal ve kozmetik alanlarda kullanilabilmesi tez ¢alismasinin énemini

artirmaktadir.
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