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OZET

Genetik Fiizyon Yoluyla Floresan Isaretli Rekombinant Antikorlarin Tamya Yénelik

Gelistirilmesi

Amag: Bu ¢alismada floresan ELISA veya hiicre goriintilleme ¢alismalarinda kullanilmasi
icin genetik flizyon ile mCherry floresan protein isaretli anti-HBsAg fragmentlerinin
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda anti-HBsAg rekombinant antikoru
kodlayan gen bir floresan protein (mCherry) kodlayan geni iceren pQE-30 ekspresyon
vektoriine klonlanmistir.

Yontemler: Bu calismada daha once faj gosterim teknolojisi ile gelistirilen anti-HBsAg
scFV kullanildi. 11k olarak bu anti-HBsAg scFv Kpnl ve Sall restriksiyon enzim kesim
bolgeleri iceren spesifik primerler kullanilarak PZR ile amplifiye edildi. Daha sonra PZR
iirtinleri ve pQE30 vektorii Kpnl ve Sall restriksiyon endonukleazlari ile kesildi. Kesim
iirtinleri T4 DNA ligaz enzimi ile birlestirildikten sonra E.coli IM109 hiicrelerine kalsiyum
kloriir yontemi ile transforme edildi. Pozitif koloniler koloni PZR ve sonrasinda DNA dizi
analizi yontemi ile dogrulandi. Hiicreler | mM IPTG ile indiiklendi ve His-tag afinite
kolon kromatografisi ile saflastirildi. Saflastirilmis proteinlere SDS PAGE ve Western
Blotlama analizleri uygulandi.

Sonuclar: Anti-HBsAg scFv kodlayan gen PZR yontemi ile amplifiye edilmistir ve
mCherry-pQE30 vektoriine klonlanmistir. Molekiiler klonlama koloni PZR ve DNA sekans
analizi ile dogrulanmistir. Genetik flizyon {iriiniiniin protein ekspresyonu SDS PAGE ve
Western blot yontemleri ile kontrol edilmistir. Yaklasik olarak beklenilen 55.4 kDa
degerinde protein bandi elde edilmistir.

Tartisma: Yapilan ¢alisma sonucunda scFv /mCherry flizyon proteini basarili sekilde
eksprese edilmistir. ELISA sonuclarmna gore saflastirilmis proteinler HBsAg’ye zayif
baglanma gostermislerdir. Floresan rekombinant antikor fiizyon yapisi ELISA
calismalarinda diisiik baglanma gdstermesinin nedeni flizyon yapinin dogru katlanmamais
olmasindan kaynaklanma ihtimali bulunmaktadir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarda 6ncelikle
farkli kosullarda “refolding” ¢aligmalarmin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: faj gosterim, floresan goriintilleme, HBsAg, mCherry, rekombinant

antikor
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ABSTRACT
Development of Fluorescently Labeled Recombinant Antibodies for Diagnostic
Purposes

Aim: In this study we aimed to develop mCherry fluorescent protein labeled anti-HBsAg
fragments by genetically fusion in order to use in fluorescent ELISA or in cell imaging
studies. In this context an anti-HBsAg recombinant antibody (scFv) coding gene was
cloned into a pQE30 expression vector containing the gene encoding a fluorescent protein
(mCherry).

Methods: In this study, an anti HBsAg scFv previously developed in the project
‘Development of recombinant antibody against Hepatit B surface antigen by Phage display
technology’ was used. The anti-HBsAg scFv was first amplified by PCR using specific
primers comprising Kpn I and Sal I restriction enzyme sites. Then the amplified PCR
product and the pQE30 vector was digested with Kpnl and Sall restriction endonucleases.
Digestion products were ligated with T4 DNA ligase then transferred into E.Coli strain
JM109 by calcium chloride transformation. Positive clones were confirmed by coloni PCR
then by DNA sequencing. The fusion protein was induced with 1mM IPTG and purified
with HIS tag affinity columns. Purified proteins were analyzed with SDS PAGE and
Western blot.

Results: The scFv encoding gene was amplified by PCR and cloned into the mCherry-
pQE30 vector. The cloning was confirmed by DNA sequence analysis. The protein
expression of the genetic fusion product was controlled with SDS PAGE and werstern blot
and protein band of approximately 55.4 kDa was detected as expected.

Conclusion: In this study a genetically fused scFv/mCherry fusion protein was
successfully expressed. The results of ELISA show a low binding of the fluorescent
recombinant antibody. This could because of the misfolding of the fusion protein. In order
to overcome to this problem different refolding conditions must be tried.

Keywords: fluorescence imaging, HBsAg, mCherry, phage display, recombinant antibody
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BSA: Sigir Serum Albumin (Bovine Serum Albumin)

CAT: Cambridge Antikor Teknolojisi (Cambridge Antibody Technology)

ELISA: Enzim Bagli Immiin Assay (Enzyme-linked immunosorbent assay)

EtBr: Etidyum Bromiir

FLIM: Floresan Yasam Siiresi Goriintiileme Mikroskobu (Fluorescence-lifetime imaging
microscopy)

FP: Floresan Protein

FRAP: Florisildama Bozulmas1 Sonrasi Floresan Geri Kazanimi (Fluorescence recovery
after photobleaching)

FRET: Floresan Rezonans Enerji Transferi (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
GFP: Yesil Floresan Protein (Green Fluorescent Protein)

HBeAg: Hepatit B e antijeni

HBsAg: Hepatit B s antijeni

HBV: Hepatit B viriisti

HCC: Karaciger Kanseri (Hepatocellular Carcinoma)

HIV: Insan Immunyetmezlik Viriisii (Human immunodeficiency virus)

IFN: Interferon

[gG: Immunoglobulin G

[gM: Immunoglobulin M

IPTG: Izopropiltiyogalaktosid

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RFP: Kirmizi1 Floresan Protein (Red Fluorescent Protein)

scFv: Single chain variable fragment

SDS: Sodyum Dodesil Siilfat

WHO: Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organisation)

YFP: Sar1 Floresan Protein (Yellow Fluorescent Protein)
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1. GIiRiS

Faj gosterim teknolojisi ile tani amaghh uygulamalara yonelik antikorlarin
iiretilmesine iligkin olarak pek ¢ok ornek bulunmaktadir (Meyer, 2011, Shiitte, 2009). Faj
gosterim teknolojisinin en biiyiik avantajlarindan biri gelistirilen rekombinant antikorlarin
genetik bilgisine direk ulasilabilmesidir. Bu da istenilen tami testi i¢in hizli adaptasyona
izin veren, scFv- Fc, biyotinlenmis antikor veya scFv-phoA fiizyon gibi antikor
formatlarmin iiretilmesine sebeb olmustur (Hust, 2011).

Floresan isaretleme, bircok analitik prosediirde genis aralikta yliksek hassasiyet
saglar. Floresan isaretleme ve antikor arasindaki konjugasyon, organik floroforlarin
kimyasal konjugasyonu kullanilarak konvensiyonel olarak tamamlanmaktadir (Hermanson,
1996). Floroforlar, antikorlarin antijen baglanma bdlgeleri ile birlesebilir. Sonugta kismi
veya tamamen antikor reaktiflik kaybi1 goriiliir. Bu dezavantajlarin iistesinden gelebilmek
icin floresan protein ve scFv (single chain Fv) flizyon proteinleri kullanilabilmektedir
(Sakamoto, 2010).

Isaretleyici olarak floresan protein kullanmanin avantajlar1 arasinda farkl
konakc¢iya uygulanabilirligi, hiicre lizisine neden olmamasi ve substrat eklemenin gerekli
olmayis1 gosterilebilir (Ghim, 2010). Floresan isaretli rekombinant antikorlar daha hassas
tek asamali ELISA veya modern in vitro ve in-vivo floresan goriintiileme sistemlerinde
kullanim olanag1 bulmaktadir. mCherry, tek molekiil floresan goriintiileme caligsmalarinda
diger kirmiz1 floresan proteinlere gore yiiksek fotostabilite ve parlaklik gosterir (Shaner
2004, 2005). mCherry son zamanlarda yapilan pek cok calismada floresan isaretleyici
olarak kullanilmaktadir (Hillson, 2007, Lewenza, 2008, Malone, 2009).

Bu c¢alismada floresan ELISA veya hiicre gorintiilleme c¢alismalarinda
kullanilmasina yonelik genetik flizyon ile floresan protein isaretli anti-HBsAg rekombinant
antikor gelistirilmesi amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda anti-HBsAg rekombinant
antikoru kodlayan gen mCherry genini igeren pQE-30 vektoriine klonlanmistir ve

ekspresyonu saglanmistir.

1.1. Amac¢ ve Kapsam
Parsher ve arkadaslar1 1992°de GFP (Green Fluorescent Protein ‘yesil floresan

protein’) genini klonladiklarindan beri GFP ile hedef proteinin kodlama sekansinin
birlestirilmesi miimkiin olmaktadir. Erken donemlerde GFP, takip eden gen ekspresyon

dinamikleri ve protein lokalizasyonu icin tek floresan flizyon etiketi olarak kabul edildi



(Chalfie, 1994, Lipincott-Schwartzs, 2001). Tsien ve arkadaglar1 daha parlak, gelistirilmis
fotostabilite ile one ¢ikan ve gelistirilen eksitasyon ve emisyon spektraya sahip GFP
cesitliligini olusturdu (Tsien, 1998). Yakin zamanda gelistirilmis olan yeni jenerasyon
monomerik kirmizi FPs mRFP1’den olusturulmustur. Bunlar mOrange, mStrawberry ve
mCherry, mRaspberry ve mPlum’dir (Shaner, 2004, Tsien, 2005). Bu proteinler yiliksek
parlaklik fotostabilite ve goreceli olarak hizli kromofor olgunlasmasi ile karakterize
edilmislerdir. Bu bulgular ve devrimsel basar1 sayesinde FP’lerden faydalanan yeni
biyoanalitik araglar (genetik olarak kodlanmis biyosensorler) 6nemli molekiiller ve anahtar
olaylar1 canl hiicrelerde goriintiileme ve algilama i¢in gelistirilmektedirler.

Bu calismada genetik flizyon ile floresan protein igaretli anti-HBsAg rekombinant
antikoru gelistirmek amaclanmistir. Bu dogrultuda anti-HBsAg rekombinant antikoru
kodlayan gen mCherry genini iceren pQE-30 ekspresyon vektoriine klonlama caligmalari
gerceklestirilmistir. Genetik flizyon ile floresan protein isaretli anti-HBsAg rekombinant
antikor gelistirilmesi amaciyla yapilan molekiiler klonlama basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir.

Calismamiz sonucunda scFv /mCherry flizyon proteini basarili sekilde eksprese
edilmistir. Ancak Ni-afinite kolon saflagtirmasi i¢in optimizasyon calismalar1 yapilmasi
gerekmektedir. Saflagtirma ¢aligmalar1 optimize edildikten sonra bu proteinler ELISA ve in

vitro goriintiileme ¢aligmalarinda denenecektir.

2.1. Hipotezler

Onemli hedef madde ve biyolojik olaylarmn in vivo ve in vitro tespit ve goriintiileme
icin yeni biyoanalitik araclarin gelistirilmesi c¢aligmalar1 kolay olmayan bir alandir.
Floresan proteinler, protein-protein interaksiyonu ve protein-hiicre izleme ¢aligmalari i¢in
kantitatif genetik olarak kodlanan imleyicilerden daha genis ¢capli kullanilmaktadir. Protein
temelli floresan biyosensorler son zamanlarda 6ne ¢ikmaktadirlar.

Bu ¢alismamizda tek molekiil floresan deneylerinde yiiksek fotofiziksel 6zellikleri
nedeniyle ideal bir floresan protein alternatifi olan mCherry kirmizi floresan proteinini
kullanmayz tercih ettik.

Hipotezimize gore rekombinant floresan antikorlarin elde edilmesi geleneksel
immunoassayleri kolaylastirabilecegini ve modern floresan goriintiileme teknikleri i¢cin bir
katki saglayabilecegi diisliniilmiistiir. Daha Once faj gdsterim teknolojisiyle gelistirilmis
olan anti-HBsAg rekombinant antikorunu kodlayan genini klonlamak i¢in mCherry genini

iceren pQE-30 ekspresyon vektoriin kullanilmasi hedeflenmistir. pQE-30 plazmitini



transforme etmek i¢in E.coli IM109 bakteri soyunu uygun bakteri boyu olarak tercih ettik.
Tercih ettigimiz pQE-30 plazmitinin igerdigi 6X His dizisi bulunmasi sebebiyle protein
saflastirma deneylerinde Ni afinite kolon kromatografisi kullanarak rekombinant
proteinleri saflastirilmast hedeflenmistir. Saflastirilmis bu proteinler ELISA deneylerinde

kullanilmastir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1.Hepatit B Tamimi ve Prevelansi

Hepatit B viriisii (HBV), proteinleri, genomu tanimlanan ve karakterize edilen ilk
insan hepatit viriisiidiir (Howard, 2008). Epidemiyolojik goézlemlerin temelinde iki tip
hepatit taginma yolu bulunmustur: A tipi’nin ¢ogunlukla fekal-oral yolla, B tipi’nin ise
parenteral olarak kisiden kisiye tasindig1 diistiniilmiistiir. 1963°te Blumberg ve arkadaslari
tarafindan polimorfik serum proteinleri arastirmasinda bir Avustralya aborjininin kaninda,
daha oncesinde bilinmeyen bir antijen kesfedilmistir (Avustralya antijeni). Daha sonra bu
antijenin goriiniimiiniin B tipi hepatit ile iliskili oldugu anlasilmistir (Conjeeveram, 2003).

Dane ve calisma arkadagslar1 immiin elektron mikroskobunun kullanimi ile Hepatit
B hastalarinin serumunda, yiizeylerinde bu antijeni tasiyan viriis benzeri partikiilleri
bulmuslardir (EASL International Consensus Conference on Hepatitis B, 2003). Bu
partikiillerin Hepatit B viriisii oldugu diistintilmiistiir.

HBV enfeksiyonunun akut ve kronik karaciger hastaligi ile sonuc¢landigi
bilinmektedir, epidemiyolojik bilgiye dayanarak, 1970’lerden 6nce bu viriisiin karaciger
kanserinin bir sebebini gosterebilecegi varsayilmistir. Bu bilgi Kuzey Amerika’da
sincapgiller familyasindan kemirgen memeli cinsi marmot benzeri hayvanlardan
woodchuckta HBV benzeri bir etken i¢in bir arastirmay1 baslatmistir ve bu hayvanlarda
karaciger kanseri gelisimi gézlemlenmistir (Robinson, 1974).

HBYV viriisliniin yaklasik olarak diinya populasyonun ii¢te birinin hayati boyunca
enfekte ettigine dair serolojik kanitlar mevcuttur ve 350 milyon insan kronik olarak enfekte

olmustur. (Zuckerman, 2009)



Diisiik <%2
B Orta  %2%7
B Yiksek >=%8

Sekil 2.1. Hepatit B viriisii kronik enfeksiyonu global prevelansi, 2006 (Health Information
for Overseas Travel, 2010)

Kronik HBV enfeksiyonunun hastalik spektrumu, diigiik viremik inaktif tastyicilik
durumundan kronik HBV enfeksiyonuna kadar ¢esitlilik gosterir. HBV iliskili karaciger
kanserindeki son evre veya HCC (Karaciger Kanseri ‘Hepatocelluler Carcinoma’), her yil
1 milyondan fazla kiginin 6limiinden ve karacier transplantasyon olgularinin %5-
10’nundan sorumludur (Ganem, 2004, Lok, 2007).
2.2.Hepatit B Tam Ve Tedavisi
2.2.1. Hepatit B Tansi

Hepatit B yiizey antijeninin (HBsAg) serumda 6 aydan daha fazla bulunmasi
halinde Hepatit B tanis1 konur. Bu yiizden hastanin aktif ya da pasif tagiyict oldugunun
saptanmast akut veya klinik HBV iliskili karaciger hastaliginin ayirt edilmesi igin

molekiiler yontemlere nazaran serolojik yontemler tercih edilir (Mangia, 2008).



Cizelge 2.1. Viral hepatit B’nin rutin serolojik tanisi (Poynard, 2004)

HBsAg | HBeAg | Anti-HBs | Anti-HBe Anti-HBc HBV-DNA
Akut HBV enfeksiyonu
Erken + + - - IgM +
Pencere Periyodu - - - - IgM +/-
iyilesmek - - + + IgG L
Kronik HBV enfeksiyonu lgG, IlgM™
Replikatif + + s = IgG >10*kopya/ml
:RnZTtI::‘atgzﬁ;?as\ifiizci + - + - lgM veya IgG | <10%kopya/ml
HBV reaktivasyonu i + - - IgG +
HBeAg(-) kronik HBV + - = + IgG >10% kopya/ml

HBsAg pozitif hepatit hastaliginin iki temel formu vardir (Fattovich 2008,
Holoman, 2009). HBeAg-negatif form yabanil tip ile iligkilidir. HBe Ag-negatif formu esas
olarak promotor mutant viriislerler ile iliskilidir. Daha 6ncesinde, aktif tasiyict durumu,
HBV DNA seviyesinin = 1.8 x 10* I[U/ml olmasiyla tanimlanmistir. Bu viremia seviyesi
genellikle karaciger hastaligi ile iligkilidir.

2.2.2. Hepatit B Tedavisi

Kronik hepatit B enfeksiyonu goriilen her {i¢ kisiden birinde, hastaligin belirtileri
goze carpar. Hastalarin ¢ogunda siroz, karaciger yetersizligi ve karaciger kanseri goriilme
riski son derece yiiksektir. Tedavide temel amag viriis replikasyonunu durdurup, olas1 bir
karaciger hasarmi minimuma indirmektir. Hepatit B hastaligina kars1 spesifik tedavi
yontemleri arasinda alfa interferon, niikloesid analoglari, adefovir dipivoxil ve entecavir
gosterilebilir (Zuckerman, 2009).

o Alpha Interferons: IFN (Among interferon )kronik hepatit B i¢in
kargilastirma degerlendirmeli tedavi saglar. Hiicrelerde antiviral durumu engelleyici
hiicresel proliferasyonu, tedavi edici olarak kullanilan hiicrei¢i sinyal proteinlerini dogal
olarak saglar.

. Niikleotid Analoglari: Nukleotit ile gozlemlenen cevabin yapis1 benzerdir.
Bu ajanlar farkli yapilara sahip ve farkli fazlarda hepatit B replikasyonunu onlerler.

. Lamivudine: Lamivudine (2dideoksi-3tiasitidin  veya 3TC) sitidin

analogudur ve viral DNA sentezinde sitozin ile rekabet eder.



. Adefovir Dipivoksilil: Adefovir dipivoksil agiz yoluyla kullabilen adefovir
on ilacidir. Adenozi monosulfatin bir fosfonat-asiklik nukleotit analogudur.
o Entecavir: Entecavir siklopentil guanizon analogudur. Son zamanlarda HIV

karsit1 aktivitesi ileri stiriilmektedir.

2.3.Virolojik Hastaliklarin Tan1 Yontemleri

Insan viral enfeksiyonlari, her yastan kiside ve her siddette goriilebilir. Bu viral
enfeksiyonlar, akut veya kronik olabilir, niiksedebilir veya bireye omiir boyu bagisiklik
saglayabilir.

Asagida sunulan tan1 yontemleri gelisim sirasiyla ortaya koyulmustur.

2.3.1. Elektron mikroskopu: Elektron mikroskopu (EM) viriisleri direkt goriintiileme
icin uygun tek yontemdir. Alternatif tan1 yontemlerinin gelisimi ile virlis gastroenteritis ve
herpes ve pox viriisler i¢in kisitli olarak kullanilmaya baslanmistir (Beards, 1998).

2.3.2. Histoloji/Sitoloji: Direk mikroskobik deneylerde boyanmis histolojik veya sitolojik
mikroskobik 6rnekler bazen ilk indikasyonu saglayabilir, bir virlis patolojik siirecten
sorumlu olabilir.

2.3.3. Viriis izolasyonu: Klinik virolojide bir¢ok gelisme laboratuarda viriis gelistirebilme
yeteneginden ileri gelir. Gegmiste virlisler laboratuar hayvanlarinda ve embriyonal
yumurtalarda ¢ogaltilirdi. Fakat pek ¢ok wviriis izolasyon teknikleri su anda kiiltiir
hiicrelerine dayanir. Bu teknik uygun ornekler ve optimal hiicre hatlar1 ve karakteristik
sitopatik etkiye (CPE) dayandirilarak yapilan olasi tan1 ile ¢cok spesifik ve hassas olabilir.
Viral enfeksiyonlarin rutin tanisinda konvensiyonel hiicre kiiltliriiniin rolii tartisilan bir
konudur (Carman, 2001, Ogilvie, 2001).

2.3.4. Seroloji: Seroloji terimi ¢ogu kez spesifik antikorlarin tespiti i¢in yapilan tani
testlerini refere etmek i¢in kullanilir. Bu terim spesifik antijen veya antikorun varlig1 i¢in
kan serumu 6rneklerinin testlerini igerir.

Hem antijen hem de antikor deneylerinde tiim kana, plazmaya veya kandan bagka
viicut sivilarina basvurulur. Viicut sivilarinda yapilan biitlin testler i¢in seroloji terimi
kullanilabilir. Tekniklerin bir¢ogu viral antijen teshisi i¢in kullanilabilir. Bu teknikler
immunofloresan, enzim bagli immunoassay ve floresan temelli immunoassay’dir.

ELISA yontemlerinden biri olan direk ELISA yonteminde florofor ile bagh bir tek
antikor kullanilir. Antikor hedef molekiili tanir ve ona baglanir. Tasidigi florofor
mikroskop yoluyla belirlenebilir. Bu teknik, antikorun floroforla direk konjugasyonu

sayesinde sekonder (indirek) protokoliin yaninda ¢esitli avantajlara sahiptir. Bu



avantajlardan biri, tek antikor kullanildigi icin hizli bir sekilde uygulanmasidir. Boyama
prosediiriindeki basamak sayisindaki azalma sayesinde daha kisa siirmektedir. Diger
antikorlar arasi ¢apraz reaksiyonu elimine ederek spesifik antikor- antijen reaksiyonlarini
test etmek i¢in kullanilabilir. (www.protocol-online.org)

Dezavantajlarindan biri ise primer antikorun ayr1 olarak isaretlenmesi gerekliliginin
zaman alic1 olmasidir. Sinyal direk ELISA’da daha gii¢siizdiir. Bu durum bazi durumlarda
dezavantaj olarak goriilebilir. Hizli ve hassas tek antikor ELISA’nin kullanilmasi kisa
deney siiresi avantajima sahiptir. Tek antikor ELISA, geleneksel ELISA’da kullanilan
sekonder antikora ihtiya¢ duymaz. Bu yiiksek arka plana neden olabilir.

Sekonder veya indirekt ELISA ydnteminde iki antikor kullanir. ki (primer antikor)
hedef molekiilii tanir ve baglanir. Ikincisi ( sekonder antikor) floroforu ve primer antikoru
tasir, primer antikora baglanir. Bu protokol direk protokolden daha komplekstir ve daha

uzun surer.

Substrat Oriin

Urii (Renksiz ) {Renleki}
Substrat Uriin

{Renksiz) (Renii}

Substrat

Substrat ] Kovalentbagh enzim
I

Sekonder antikor

83

Fovalentbagh enzim Primer antikor

I
Antikor *
Antijen M Antijen
2.2.1 )

Sekil 2.2. Tek antikor kullanilan ELISA’nin (2.2.1.) ve geleneksel ELISA’nin (2.2.2.)
sematik gdsterimi.

e

150 kDa biiyiikliigiindeki tiim antikor yapist nedeniyle antikorlar hiicre
membranindan geg¢emedikleri icin, yapilar hiicre i¢inde goriintiilenmek istendiginde
immunofloresan kullanimi sadece sabitlestirilmis ( Ornegin 6lii hiicrelerle) hiicrelerle
kisithdir. Supernatanttaki veya hiicre membrani disindaki proteinler, antikorlar tarafindan
baglanabilirler. Ilgilenilen proteinler ¢apraz baglanabilirler. Bu spesifik olmayan
baglanma, yanlis pozitif veya yanlis negatif sinyallerle sonuglanabilir. Buna alternatif
yaklagim, floresan protein (6rnegin GFP) domainleri igeren rekombinant proteinlerin
kullanimidir. Boyle ‘isaretli’ proteinlerin kullanilmasi canli hiicrelerde lokalizasyonlarinin

belirlenmesine izin verir.



2.4. Temel Biyolojik Arastirmalarda Antikorlar

Antikorlar, bir¢ok biyolojik arastirmalar icin temel araglardir. Pek c¢ok metot,
proteinleri veya baska molekiilleri spesifik olarak tespit etmek icin antikorlara ihtiyag
duyar. Sik kullanilan standart metotlar immiinblotlama, ELISA, immunfloresan
mikroskopu, flow sitometri, molekiillerin veya hiicrelerin afinite kromotografisi ile
purifikasyonudur (Renard, 1979, Coons, 1941, Bonner, 1972, Porter, 1962).  Temel
arastirmalar icin faj gosterim teknolojisiyle elde edilen ilk antikorlar piyasada
bulunmaktadirlar. Axxora firmasindan anti-CD256 antikoru buna 6rnek olarak verilebilir.

Antikorlarin temel arastirmalarda 6nemli bir kullanim alan1 proteom ¢alismalaridir.
Insan genom dizisi elde edildikten sonra, arastirmalar gen iiriinlerinin analizine
odaklanmistir. Insan genomu 20,000-25,000 protein kodlayan gen kodlamaktadir
(International Human Genom Sequencing Consurtium, 2000, Levy, 2007).

Alternatif mRNA splicing ve translasyon sonrasi modifikasyonlar (6rnegin
glikozilasyon, fosforilasyon ) farkli insan proteinlerinin sayisini, ¢esitli katlanmalar ile
arttirdig1 kabul edilmistir (Harrison, 2002). Ayn1 genetik igerigin farkli yorumlanmasi ile
cok bliylik morfolojik varyasyonlar belgelenmistir. Bu yiizden her gen diizeninin, gen
irlinlerinin miktarinin ve lokalizasyonunun arastirilmasi i¢in gereklidir. Genotip bir
organizma tiirlerini tanimliyorken, proteom fenotipi tanimlar. Burada antikorlar insan
proteom sifresinin ¢oziimii i¢in kilit rol oynamaktadir (Hust, 2004, Berglund 2008,
Wingren, 2009). Bu amagla tiim insan proteomu i¢in antikor gelistiren pilot projeler
tamamlanmis ve antikor iireten sistemler gelistirilmistir (Hust, 2011, Mersman, 2010,
Pershad, 2010). Insan proteinlerine kars1 o6zel baglayicilar hakkindaki bilgi
“Antibodypedia” projesinde analiz edilmistir (www.antibodypedia.org, Bjorling, 2008)

Insan  proteinlerinin  bilgileri “Human Proteom  Atlasi’nda  verilmistir

(www.proteinatlas.org, Berglund, 2008).

Bazi kaynaklara gore (faj gosterim veya ribozom gosterim gibi in vitro teknolojiler
antikor fragmentleri benzeri baglayicilarin gereksinimi karsilamaktadirlar (Schirrnan,
2011, He, 2008). DARPins ve anticalin gibi alternatif baglayicilarin iiretimi 6rnek olarak
gosterilebilir (Stener, 2008, Skerra, 2008).

in vitro teknolojiler hayvanlarin immiinizasyonuna nazaran otomasyon
uygulanabilirler (Buckler, 2008). Ayrica limitsiz ve tanimlanmis baglayici kaynagi in vitro

teknolojiler ile saglanabilir.



2.4.1.Biyolojik Belirte¢ Olarak Antikorlar

Antikorlar ideal biyolojik tamamlayici elementlerdir. Ciinkii antijenlerine karsi
hassas Ozelliklere ve gii¢lii afiniteye sahiptirler. Sekil 2.3.’te poliklonal, monoklonal ve
rekombinant antikorlarin olusumu gdsterilmektedir.

Poliklonal antikorlar ¢oklu plazma hiicrelerinden, monoklonal antikorlar tek klonal
hibridomadan gelistirilirler. Hepsi son olarak bir antijene cevap icin farklilastirilirlar
(Harlow, 1999, Kendall, 2007). Rekombinant antikorlar, antikor genlerinin genetik
manipulasyonlarinin {riiniidiir. Poliklonal, monoklonal ve rekombinant antikorlarin

spesifik karakterleri Cizelge 2.2’ de gosterilmistir.

Immunizasyon

Tavsan — > Serum analizi —> Bhicrelerinin ___ . mRNA —> cDNA
Fare . ekstraksiyonu izolasyonu sentezi
Tavuk ‘ \L Tire spesifik
| primerler
: VH ve VL
T Hibridoma Cogaltimi
: Uretimi
immunizasyon sisteminin : MONOKLONAL REKOMBINANT
gelistirilmesi
v VR
T Serumdan saflagtirilmasi scAb Fab scFv
Hedef tanimlama \L \aL
v
P
' POLIKLONAL I E.colide
1 se s e
' i | Gériintiileme ekspresyon
| M L T
Karakterizasyon ileri Miihendislik
N —>Mutajenesiz ve yeniden
T 7 formatlama

Platform Analiz Testi

Sekil 2.3. Antikor iiretiminin, goriintiilenmesinin ve karakterizasyonunun genel taslag: (
Conroy, 2009).

Poliklonal, monoklonal ve rekombinant antikorlarin spesifik karakterleri Cizelge

2.2’ de gosterilmistir
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Cizelge 2.2. Poliklonal, monoklonal ve rekombinant antikorlarin spesifik karakterleri
(Conroy, 2009)

|Kara|<te ristik Poliklonal Monaoklonal Rekombinant
|Uretim Kolaylig ++++ +++ +++
IMaIiyet{DfJ;Uk] ++4+ +i+ ++

Stabilite +++ >++ 4t

Ticari Olarak Bulunma Durumu Tt 4+ o

|ImmcbIIIzasvon Kolaylig ++++ ++++ 4+

|Hassasllk -Afinite +++ -+ P

|Mﬁhendislﬁk Afinite Kapasitesi - 2 e
Antikorlarin  biyosensor uygulamalar1 i¢in bazi anahtar parametreler

bulunmaktadir. Bunlar hassaslik, se¢icilik, stabilite, immobilizasyon isaretleme ve antikor
biiytikligiidiir. Rekombinant antikorlar bu faktorlerin optimizasyonu i¢in mevcut
bulunmaktadirlar. Oncelikle genetik modifikasyon kolayliklar1 ile hassaslik, stabilite ve
biiyiikliikler1 gelistirilebilir. Ek olarak yeni antikor fragmentleri etkili immobilizasyona
yardimci olur (Townsend, 2006).

Yeni rekombinant antikorlarin oryantasyonu ve immobilizasyonuna yardimci olan
metotlar, immobilizasyon i¢in etiketlerin kimyasallarla baglanmasi veya genetik insersiyon
ile kullanilmasidir.

Hibridoma teknolojisi kullanilarak monoklonal antikorlar iiretimi 1975 yilinda
tanimlanmistir (Kohler, 1975).Immunoglobulin yapisinin ve DNA temelli rekombinasyon
bilgisinin artmasiyla, genis kullanim i¢in antikorlarin genetik manipiilasyonlar1
kolaylasmistir (Winter, 1991). Antikorlarin biiyiikliik ve afinite gibi o6zelliklerini
degistirme yetenegi, diagnostik ve terOpatikte yeni antikorlarin gelistirilmesine Onciilitk
eder. Kardiyavaskiiler hastaliklarin tanisi i¢in ticari olarak bulunan monoklonal antikor
temelli biyosensdrlere 6rnek olarak Abbott’s i-STST' (¢Tnl) ve Roche’s CARDIAC
porBNP testi gosterilebilir (Roche assay, 2008) (Abbott precision ,2008).

Tim immunosensorlerin Ozellikleri tamamlayict elementler tarafindan belirlenir
(Patel, 2002, Luppa, 2001). Bu yiizden daha hassas ve direngli sistemleri gelistirmek,
antikorlarm modifikasyonuna dayanir.
2.4.1.1.Rekombinant Antikorlar

Vektorlerin bakteriyel ekspresyon sisteminde kullanimi, dogru katlanan antikor
fragmentlerini tiretebilecegi 1980’lerin sonunda gosterilmistir (Skerra, 1988). Bundan

sonra rekombinant antikor fragmentleri memelilerde, boceklerde, mayalarda, bitkilerde ve
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hiicresiz sistemlerde iiretilmiglerdir ( Racher, 1994, Dorai, 1994, Reavy, 2000 , Edelman
1997, Boder, 1997, Whitelam, 1994, Hanes, 1997). Bu g¢esitli ekspresyon sistemlerini
kisitlayan faktor, aktif proteinin biiyiikk miktarlarda eksprese edilememesidir (Verma,
1998).

Rekombinant antikor teknolojileri gelismeden Once, antikor parcalar1 sadece
proteolitik bolinme esnekligi ile iiretilebiliyordu. Rekombinant antikor iiretiminin temeli,
iretim sonunda antikor fragmentlerinin stabilitelerini ve spesifik 6zelliklerini devam
ettirmektir.

Rekombinant teknolojiler, diagnostik uygulamalarda kullanilmak {izere istenilen
afinite ve Ozelliklere sahip belirli sayida antikor fragmentlerinin {iretimini saglar. (Sekil

2.4.)

scFv scAb Fab
00 00 00 00 0
(s s
N, A\ -
Y Q'W
l/ \l

Di -
F(ab), imerik scFv Dimerik cift islevli scFv

Sekil 2.4. Rekombinant antikor formatlar1 (Conroy, 2009)

Tim antikorun Ozellikle kullanilan en kiigiik fragmenti Fv’dir. Fv, Vg ve VL
domainlerini igerir, bunlar disiilfid bagiyla birlesmislerdir. Fv fragmentine bir esnek peptit
baglayict katilarak tek zincir Fv olusumu ile diisiik konsantrasyonlardaki stabilite
problemlerinin iistesinden gelinmistir (Bird, 1988, Glockshuber, 1990).

Genel anlamda esnek (Glys Ser)s baglayicisi ikincil yapilarin olusumuna egilimi
olmadig1 ve M13 pllI proteininde dogal olarak bulundugu bu yiizden de faj gosteriminde
cok 1yi tolere edildigi i¢in kullanilir. Baglayici mutasyonlarina dayali se¢im scFv iiretimini,
stabilitesini ve tanima Ozelliklerini etkileyebilir (Tang, 1996). Diabody iiretimi, daha kisa
bir polipeptit baglayict (5-12 amino asit) ile iki scFv molekiillerinin birlesmesiyle
basarilmistir (Atwell, 1999). Genetik olarak kodlanan alkalen fosfataz (AP) enzim
proteininin scFv’ye bir birlesim oldugu bildirilmistir (Muller, 1999, Mousli, 2007).

Antikor fragmentlerinin bu sekilde baglanmas: ile direk teshisi saglanabilir. Dimerik

12



scFv’deki direk deteksiyona yardimci olan dikkat ¢ekici bir varyasyon AP isaretli
scFv’lerden olusan bir fonksiyonel scFv ‘dir (Lindner, 1997).
2.4.1.2. Faj Gosterim Teknolojisi

Faj gosterim protein- protein, protein-peptit, protein DNA etkilesimlerini ¢caligmak
icin kullanilan bir yontemdir. Bu yontem ile yabanci proteinler faj yiizeylerinde eksprese
edilebilmektedirler. Faj gosterim ilk olarak Smith ve arkadaslar1 tarafindan tanimlandigi
1985 yilindan beri antikorlar icin kullanilan en genis seleksiyon platformu olmustur
(Smith, 1985). McCafferty ve arkadaslar1 bir antikoru biiyiik kombinasyonel
kiitiiphaneden 1izole etmislerdir ve dayanikli yapist sebebiyle, faj gosterim antikor
izolasyonunun ‘is at1’ olmustur (McCafferty, 1990).

Antikor seleksiyonu metotlar1 immobilize antijen kullannmina dayanir (Barbas,
1991, Schier, 1996). Soliisyondaki antijen kapli manyetik boncuklar, BiacoreTM ylizey
gosterim hedefleri, memeli hiicre kiiltiirii, in vivo yaklasimlar faj gosterimde basarili bir
sekilde uygulanabilir (Nagumo, 2004, Wassaf, 2006, Malmborg, 1996, Schier, 1996,
Figini, 1998, Hoogenboom, 1999, Mutuberria, 1999).

Filamentoz faj partikiilleri tek zincir DNA (ssDNA) igerirler ve Escherichia coli
hiicrelerini enfekte edebilir. Filamentoz faj (Sekil 2.5.), litik fajin aksine ( 6rnegin T4)
konak hiicreyi 6ldiirmeden enfekte eder ve ¢ogalir (Paschke, 2006).

I T S A T F T - T P P

P ] ™
| A i
o / o
."Il
‘i P 1 i [, i i 0 i i 28 .".
| / b
pli i 1' plx
scfy P AnGenes  Genedl pvil
phe

Sekil 2.5. scFv faj gosterimi (Conroy, 2009).

2.4.2. Antikorlarin Tedavideki Yeri

2010 yilinda, 28 teropatik monoklonal antikorlar FDA((US Gida ve Ilag Idaresi)
tarafindan onaylanmistir (http://www.landesbioscience.com/journals/ mabs/about) .

Kabul alan terdpatik antikorlarin ¢ogu kanser ve otoimmiin hastaliklar1 i¢in olan
antikorlardir (Mousli, 2007). Terdpatik antikorlarin mekanizmalar1 ¢ok cesitlidir ve
maddelerin notrolizasyonunu igerir. Bunlara 6rnek olarak oksinler (Micheli, 2005), timor
nekroz faktor alfa gibi sitokinler, epidermal biiylime faktor reseptorii gibi bloklama

reseptorleri gosterilebilir (Lindner, 1997).
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Klinik gelisimde bugiine kadar c¢esitli antikorlar faj gdsterim teknolojisinden
iretilmislerdir (Xu, 2002). Faj gosterim teknolojisinden saglanan pek ¢ok antikor CAT
(Cambridge Antibody Technology) ile tretilmistir. Bunlara 6rnek olarak MedImmune,
AstraZeneca’nin bir kismi, Morphosys ve Dyax verilebilir.

Antikor faj gosteriminin avantaji, insan antikorlarmmm yorucu humanizasyon fare
hibridoma teknolojiyle iiretilmesi yerine direk izolasyonunun saglamasidir. Belirte¢ insan
antikorlar1 transgenik fareler kullanilarak izole edilebilmesine ragmen antikor jenerasyonu
immiin sistem tarafindan kisitlanmistir. Antikor faj gosterimi bu kisitlamanin Oniine
gecmektedir. Faj gosterim teknolojisiyle secilen antikorlarn, daha ileride kolaylikla
stabilite ve afinite optimizasyonlar1 yapilabilir (Tang, 2005). Antikor faj gosterim
teknolojisi ile pek cok antikor temelli teropatikler devamli gelisme halindedirler (Kim,

2005).

2.4.3. Antikorlarin Tanidaki Yeri

Diagnostikte antikorlarin kullanimi i¢in {ic genel yontem vardir. Bunlardan ilki
antikorlar kullanilarak antijenlerin saptanmasidir (Winter, 1991). Ikincisi antijenleri
kullanarak serum antikorlarmin tespitidir (Abbott precision, 2007). Ugiincii yol ise rekabet
testidir. Bir antikor preperasyonu ile rekabet eden serum antikorlar1 tarafindan antijenlerin
tespit edilmesi 6rnegi verilebilir (Roche assay, 2008).

Bir antikor rekabet testinin avantajlarindan biri tiir ¢esitliligine elverisli olmasidir
(Skerra, 1988). Tani i¢in kullanilan diger ileri teknolojiler lateral flow strip testleri,
Luminex gibi boncuk tabanli testler, flow sitometri hemaglunitasyon testi ve daha ¢ok son
zamanlarda proksimite ligasyon deneyleri veya molekiiler goriintiileme yontemleridir
(Plikthun, 1989, Dorai, 1994, Lathrop, 2003, Whitelam 1994, Boder, 1997).

Dikkat ¢ekici bir baska diagnostik yontem ise antikorlarla birlesmis faj
partikiillerinin tan1 i¢in direkt kullanimidir (Hanes,1997). Antikor faj partiikiilleri immiinii-

PCR i¢in de kullanilabilir (Azzazy, 2002).

2.5. Belirte¢c Genler ve Floresan Proteinler

1980 yilinda LacZ gen flizyonunun ilk yayiniyla belirte¢ genler ortaya ¢ikmiglardir.
Ik ¢alismalar promotor veya genin dzel bir belirteg gen ile basit flizyonuna dayanir. Bunun
gibi olusumlar 6zel kosullar altinda, hiicre ya da organ igerisinde promotor aktivitesini

belirlemek i¢in kullanilmistir.
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Belirte¢ genler ve onlarin proteinleri, yenilik¢i klonlama ve sentetik biyoloji
tekniklerinin gelismesiyle yiikselen yeni uygulamalarda kullamlmaktadirlar. Ornegin,
arastirmacilar floresan proteinleri biyofilm formasyonu ¢alismak icin kullanmis ve
biyofilm igerisinde gelisen mikrokanallar1 bulmuglardir. Bunun yani sira bilimsel
calismalarda “ flizyon ¢ kavrami ortaya ¢ikmistir. Genetik NIH ‘nin (National Center for
Biotechnology Information ) internet sayfasinda GFP fiizyon ve belirte¢ fiizyon anahtar
kelimeleri iceren makale aramalarinda erisilen 7000’leri bulan yaymn sayis1 bu dikkate

deger proteinlerin potansiyelini gdstermektedir (www.ncbi.nlm.gov.).

Molekiiler ve genetik olaylarin belirlenmesi i¢in B-galaktosidaz (lacZ) , firefly
lusiferaz (luc) , bakteriyel lusiferaz (luxCDABE) ve yesil floresan protein (GFP) hizli ve
elverisli araglar olarak genis capta kullanilmaktadirlar. Bir belirte¢ genin kavrami basittir
ve biyolojik sistemin i¢inde kolaylikla dl¢iilebilir (Wood, 1995).

Bu sekilde literatiirde ¢ok bulunan {i¢ belirte¢ sistem ve proteinler, B-galaktosidaz,
lusiferaz ve floresan proteinlerdir.

B-galaktosidaz (lacZ): Her ne kadar daha oOnceki caligmalar lac operon
fiizyonlarina odaklanmis olsa da lacZ gen fiizyonu bildirimi i¢in ilk ¢aligma 1980 yilinda
yapilmistir (Casadaban 1980). Kisa bir siire sonra Lis ve arkadaslar1 E.coli’den lacZ geni
ile Drosophila Asp70 genini organizma icinde 1s1 sokuna cevap c¢alismast i¢in
birlestirilmislerdir ( Lis, 1983).

Bu belirtegin iki zorlayici dzelliklerinden ilki ¢ok pahali olmasidir. Ikincisi ise
deneylerde potansiyel toksik kimyasallar olmalaridir. Ayrica hiicre lizisine neden olur.

Lusiferazlar: Lusiferazlar, biyolojik temelli 1s1ldanim {ireten ve genelde orjinine
gore Okaryotik veya prokaryotik olarak kategorize edilen proteinlerdir. 1985 yilinda
klonlanan firefly lusiferaz (luc) yiiksek hassasiyete sahip olmasi gibi cesitli sebeplerle en
sik kullanilan belirte¢ genlerinden biridir (de Wet, 1985, Ow, 1986). Luc geni ¢esitli
organizmalarda gen ekspresyonu modeli ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Brasier, 1989).
Luc gen fiizyon sistemleri de lacZ belirteg sistemleri gibi deneylerde ek olarak pahali bir
substrata ihtiya¢ duyar.

2.5.1. Floresan Proteinler:

En 1y1 bilinen floresan protein GFP (Yesil Floresan Protein (Green Fluorescent
Protein))’dir. GFP proteini ilk olarak Aequoria victoria deniz anasindan izole edilmistir
(Morin, 1971). Fakat GFP proteinin geni 20 yil sonrasmna kadar klonlanmamistir. Bu
floresan protein hem prokaryotik (E.coli) hem de Okaryotik (Caenorhabditis elegans)
konaklarda fonksiyoneldir. Bu bulgu 2008 yilinda Kimya alaninda ABD’li bilim adamlar1

15



Roger Tsien ve Martin Chalfie ile Japon bilim adami Osamu Shimomura’ya Nobel 6diilii
getirmistir.

Belirte¢ olarak floresan protein kullanmanin ¢ok sayida faydasi vardwr. Bunlar
arasinda ¢ok sayida konak¢iya uygulanabilirligi, hiicre lizisine neden olmamasi ve substrat
eklemenin gerekli olmayis1 faydalari arasinda gosterilebilir. Floresan proteinlerinin farkli
renklerdeki gesitleri ticari olarak bulunmaktadirlar. Floresan proteinler kullanilarak genetik
olarak kodlanmis floresan biyosensorlerin olusumunun bakteri hiicresinde genel sematik
gosterimi Sekil 2.6.’da gosterilmistir.

RFP
v

\ L/Protein A&B ( u Biyosensorlerin
—> ) —>rctimi
/ (‘ s

“-YFP Transformasyon

E.coli hiicresi

Sekil 2.6. Floresan proteinlerin olusumunun sematik gosterimi (Wang, 2009)

Floresan protein kullaniminin faydalarmin yaninda bazi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Cansiz konak i¢inde fonksiyonel olamayan lusiferazin aksine, floresan
proteinler genelde stabil proteinlerdir ve konak 6ldiikten sonra uzun siire floresan yaymaya
devam ederler. Bunun yani sira GFP, protein olusumu i¢in dogal bir siirece ihtiya¢ duyar.
Bu siire iki saati gegebilir. GFP proteininin mutantlarinin ise diizenek zamanlarmin 5.3
dakikaya diistiigii rapor edilmistir (Katranidis, 2009).

Daha etkili olan yeni GFP benzeri proteinler, yesil, sari, kirmizi proteinlerin ve
floresan olmayan kromoproteinlerin klonlanmasi ile yapilabilir (Labas, 2002, Carter,
2004, Bulina, 2002). GFP benzeri proteinler, Anthozoa ve Hydrozoa smiflarina ait
yaklasik 200 floresan protein (FP) ve kromoproteinleri igeren ve hizla gelismekte olan bir
ailedir.

GFP benzeri proteinlerin yan kofaktorsiiz, enzimsiz veya substratsiz ve oksijensiz
internal kromofor olusumu i¢in tanimlanmasi diger floresan etiketlere gore biiyiik
avantajtir (Campbell, 2002). Floresan proteinler, protein-protein etkilesimi ve protein-
hiicre izleme calismalar1 i¢in kantitatif genetik olarak kodlanan imleyicilerden daha genis
capta kullanilir. Ek olarak, floresan protein gesitleri farkli kimyasal ve fiziksel 6zellikler
gosterir. in vivo uygulamalardaki 6nemli asama monomerik varyantlari {ireten oligomerik
DsRed’in yonlendirilmis mutajenezi tarafindan saglanir. Buna karsin biitiin meyve floresan

proteinleri monomerik kirmizi floresan proteininin ( mRFP) tiirevi olarak bulunurlar.

16



GFP benzeri proteinler, ahtapot resiflerinin floresan ve floresan olmayan
renklendirmesinden sorumludur. Anthozoa tiirlerinden saglanan GFP benzeri proteinler,
floresan spektra pozisyonlar1 bakimindan 3 temel gruba ayrilabilir. Bunlar yesil (~485-520
nm, Anthozoa GFP), sar1 (~540 nm, Anthozoa YFP) ve turuncu-kirmizi (>570 nm,
Anthozoa RFP)’dir (Carter, 2004). Bu ii¢ siifa ek olarak, ¢ift-renk floresan ( yesil-kirmizi)
ve floresan olmayan CPs bulunmustur (Bulina, 2002). CPs 15181 verimli

absorblayabilmesine ragmen hi¢ yayamaz.

Sekil 2.7. Floresan 151k altinda saflastirilmis floresan proteinler (Shaner, 2005) (Soldan
saga; mHoneydew, mBanana, mOrange, tdTomato, mTangerine, mStrawberry, mCherry.)

Sekil 2.7.’de saflastirilmis proteinlerin floresan goriintiileri 480 nm’den 560 nm’e
uzanan eksitasyon ile cesitli goriintiiler1 icerir. Maksimum eksitasyon 584 nm ve
maksimum emisyon 607 nm ile DsRed monomerik mutantt mRFP(Kirmizi floresan
protein) olusturulmustur. Yakin zamanda yeni jenerasyon monomerik kirmizi olan floresan
proteinler mRFP1°’den olusturulmuslardir. Bunlar mOrange, mStrawberry ve mCherry
(Shaner, 2004), mRaspberry ve© mPlum’dir. (Shaner, 2004, Wang, 2004). Bu proteinler
yiiksek parlaklik, fotostabilite ve hizli kromofor maturasyonu ile karakterize edilmislerdir.
Mevcut floresan proteinlerde (FP) cesitlilik artis1 biyolojik goriintiileme i¢in yeni araglarin
genis capli degisikligini gosterir (Labas, 2002).

Floresan proteinler siklikla floresans rezonan enerji transferi (FRET), foto
beyazlatma sonrasi floresan iyilestirme gibi teknikler (FRAP) ve floresan yasam boyu
goriintiileme mikroskobu (FLIM) ile kombinasyonda kullanilir (Dixit, 2006, Takanishi,
2006). Son déonemde floresan proteinler tek molekiil spektroskopisi ve mikroskobi alanina
da girmiglerdir (Dedecker, 2007). Kirmizi floresan olan proteinler 6zellikle ilgi
cekicidirler. Ciinkii hiicreler ve dokular daha uzun dalga boylarinda indirgenmis
otofloresans sergilerler. Ayrica kirmizi floresan proteinler (RFPs) diger daha kisa dalga
boyundaki floresan proteinler ile hem ¢ok renkli isaretlemede hem de floresans rezonans
ener]ji transferi icin kombinasyon olusturmada kullanilabilirler.
2.5.1.2. Kirmiz Floresan Proteinler

Yeni floresan proteinler, Anthozoa tiirlerinden kesfedilmistir. Bunlarin i¢inde

kirmiz1 floresan protein DsRed dikkat cekicidir (Matz, 1998). DsRed maksimum 560 nm
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absorpsiyona ve 585 nm emisyona sahiptir. Daha uzun eksitasyon dalga boyu
kullannmindan dolay1 hiicresel otofloresan indirgemede avantaj saglar. Bunun yani sira
yavas maturasyon, ve oligomerizasyon gibi iistesinden gelinmesi gereken bazi
olumsuzluklar bulunmaktadir. Boéylece in vivo belirte¢ olarak 0Ozellikle tek molekiil
floresan spektroskopi uygulamalarinda verimli kullanilabilir. Bugiin bulunan floresan
proteinler, DsRed’ten mCherry, mOrange ve mPlum (mFruit floresan protenler) gibi bir
dizi yeni ¢esitlerinin iiretilmesiyle tiim goriinen spektrumu icermektedirlr. (Shaner, 2004,
Tsien, 2005).

mCherry istiin fotostabilitesine sahip en iyi kirmizi monomerdir. Onun tiiredigi
mRFP1 su anda kullanilmamaktadir. tdTomato floresan proteini mCherry ile esit 6lgiide
fotostabildir. Fakat molekiil agirligt mCherry’nin iki katidir. Fiizyon etiket 6lgiisii, protein
fonksiyonlarmi etkilemedigi siirece kullanilabilir. J-Red ve DsRed-Monomer kullanimi
onerilmemektedir. mStrawberry ise en parlak kirmizi monomer olmasina ragmen
fotostabilitesi mCherry’den diisiiktiir. Fotostabilitenin  kiritik oldugu durumlarda

kullanimindan kagmilmasi 6nerilmektedir (Shaner, 2005).

Cizelge 2.3. En iy1 floresan proteinlerin 6zellikleri ve mCherry ile karsilastirilmasi
(Shaner, 2005)

. Eksitasyon [ Emisyon - ) . .
S1nif Protein N * | Parlaklik [Fotostabilitel pKa [Oligemerizasyon
(nim) (nm)

Far-kirmizi mPlum 294 649 41 53 <4.5  [Monomer

K1rmizi mCherry 587 610 16 96 <4.5  |Monomer
tdTomato 554 581 95 98 4.7 [Tandem dimer
mStrawberry 574 596 16 15 <4.5  |Monomer
J-Red 584 610 8.8 13 % |Dimer
113151;111{1):1;1' 556 586 3.5 16 4.5 [Monomer

Y esil Emerald 487 309 39 0.69" 6 [Zavif Dimer
EGFFP 488 507 34 174 6  |Zavif Dimer

Cvan CyPet 435 477 18 59 5 |Zaydf Dimer
mCFPmn 433 475 13 64 4.7  [Monomer
Ceulean 433 475 27 36 4.7  [Zayf Dimer
T-Sapphire 399 511 16 15 4.9 |[Zavif Dimer
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mCherry, bulunan floresan proteinler arasinda en diisiik floresan kuantum kazanci
gosterir. Buna ragmen grup veya tek molekiil floresan deneyleri, mCherry’nin tek molekiil
uygulamalar1 i¢in ideal bir florofor oldugunu ispat etmektedir. Yiiksek fotostabilitesi ve

nadir floresan yogunluk dalgalanma 6zellikleri bu 6zelligini kanatlar.

Sekil 2.8. mCherry konfokal floresan griintiisii (10x10um?) (Seefelt 2008)

mCherry, tek molekiil floresan goriintiileme sartlarinda yiliksek fotostabilite ve
parlaklik gosterir. Spektral karakteristigi ve 1.46 ns olan kisa floresan dmriinden dolay,

mCherry diger floresan proteinleri tamamlar.

2.6. Belirtec Proteinler ve Sentetik Biyolojinin Gelismesiyle ile Tamda ileri
Yaklasimlar

Sentetik biyoloji hizla gelisen bir alandir. Belirli bir amag i¢in tasarlanmis biyolojik
komponentlerinin, cihaz ve organizmalarmin arastirilmasini igerir. Sentetik biyolojinin
nihai amaci insan saglhigi, enerji, cevre ve diger alanlarda dogal olarak bulunan biyolojik

sistemler tarafindan ¢6ziilemeyen sorunlar1 ¢ozebilecek biyolojik sistemler olusturmaktir.

/ I Hiicre Temelli Tip I

lB(“/OI‘?J'k — Standard — gﬁ/r:Ieojzlli %I Biyomateryaller I
isifniar biyolojik

kisimlar

sistemler& _— I

Yasam Insan Saghg I
T

I Cevre ve Enerji I

Belirteg sistemler

kullanilarak komponent Sentetik sistemler Uygulamalar
karakterizasyonu

Sekil 2.9. Sentetik sistemlerin uygulanma alani

Farkli biyolojik boliimler belirte¢ sistem araciligiyla gosterilmektedir. Bu sentetik
sistemlere pek cok bilimsel disiplinler basvurur. Bu teknolojisinin daha pratik olarak
bilimsel ve potansiyel olarak medikal uygulamalar1 yakin zamanda yaymlanmistir

(Levskaya, 2006). Literatiirde hiicre i¢i siirecleri goriintiillemek i¢in sar1 floresan protein
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veya mCherry ile birlestirilmis hedef proteinler kullanilmistir

http://www.clontech.com/upload/images/ WP9X2790 FP.html.).

Gen flizyon teknolojisi, immunokonjugat belirteci iiretilmesi i¢in alternatif bir yol
sunar. Burada antikor ve GFP genetik olarak birlestirilir ve bunu rekombinant ekspresyon
takip eder (Shimomura 2005, Cao, 2008, Naumann, 2011). Bu olay kimyasal baglanma ve
kontrollii tam katlanma ile sonuglanir. Bu antikor fragmentleri (tek zincir variable fragment
(scFv)) cogunlukla GFP veya onun varyantlari ile fiizyon edilmislerdir. Bunlar belirteg
olarak kullanilmaktadirlar (Casey, 2000, Cao, 2008). Bunun gibi yaklasimlarin daha
verimli kullanilabilmesi i¢in antikor fragmentlerine ait uygun genlere ihtiyag
duyulmaktadir.

Rekombinant floresan antikorlarin elde edilmesi geleneksel immunoassaylerin
kolaylastirilmast zamandan kazanim ve modern floresan goriintiileme tekniklerine

alternatif yaklagimlarin olusturulmasina olanak saglamaktadir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. GERECLER
3.1.1. Araglar
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan araglar.

Buzdolabi (+4°C) Argelik
Derin Dondurucu (-20°C) Argelik
Derin Dondurucular (-80 °C) Arcelik
Giig kaynaklan Bio-rad Power Pac 300
Bio-rad Power Pac Basic
Is1 Blogu Techne DB 2D
Inkiibator Innove 4230
Manyetik kanistircr Cole Parmar Instrument Company
Model 4658
Otoklav Sytec-150
ph metre Hanne 8521
Rotorlar Beckman JLA 16.250, JA 2550
Sanrifiijler: Eppendorf 450
Beckman Ajin
Spektrofotometreler Beckman DU 730
Nanodrop ND 1000
Su banyolar1 Innova 3100
UV transilliiminator Bio-rad Gel Doc 200
Vorteks Scientific Endustry G-560E
ELISA Okuyucusu Bio-Tech EIA Reader

3.1.2.0ligonukleotid Primerleri

Calisma boyunca kullanilan oligonukleotid primerleri Cizelge 3.2 ve 3.3de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Lig7 geninin klonlanmasi i¢in kullanilan oligoniikleotit primerler

RLigSall

ATAACAGTCGACCCGTTTTGATTTCCAGCTGGTGCC

FLigKpnl

ATTACTGGTACCATGGCCCAGGTGCAGCTGCAG
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Cizelge 3.3. Dizi analizi ve vektor klonlama bolgesi PZR ¢aligmalarinda kullanilan

oligontikleotit primerleri

pQE reverse

GTTCTGAGGTCATTACTGG

pQE_promotor_region

CCCGAAAAGTGCCACCTG

3.1.3. Cahismada Kullanilan Enzimler

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan enzimler

Kpnl Fermentas, ER0521
RNAse-A Fermentas, EN0531
Sall Fermentas, ER0641
T4 DNA ligaz Fermentas, ER0014
Taq DNA polimeraz Fermentas, EP0402

3.1.4. Kimyasallar

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan kimyasallar

DNA molekiler markiri

Fermentas, SM0390

DNA molekiler markiri

Fermetas, SM0403

10X Tampon O

Fermentas, BO5

2-B-merkaptoetanol

Biorad

4-N-1-C tablet

Sigma, C-6788

6X Yiikleme tamponu

Fermentas, R0611

Agar Bacto, 214010
Agaroz Sigma, A-5093
Akrilamit Biorad, 161-0107
Amonyum persiilfat Biorad, 161-0700
Amonyum Asetat Sigma, 1542
Ampisilin Roche, 10 835242001

Bacto Tripton

BD Difko, 211705

Brillant Blue R Sigma, B019
Commessie Brillant Mavisi Sigma, B8522
D-Glukoz Sigma, G8270
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DNA molekiil biiyiikliik markirlar

Fermentas, SM0383

EDTA

Biorad, 161-0729

Etidyum Bromiir Sigma, E1510
Gliserol CarloErba, 346165
Glisin Sigma, G 8889

His-Select Kobat Affinite Jel

Sigma, 8162

Imidazole Sigma, 15513
IPTG Fermentas, R0392
Maya ekstrakti BD Difko, 211929
Metanol Merck, 106008

N’N’-bis-metilen-akrilamit

Sigma, 149072

Protein molekiiler agirlik markirlar

Thermo Scientific, 26619

Sitrik asit Sigma, C2404
Sodyum Dodesil Sulfat Sigma, L-4390
Temed Bio-rad, 161-0800

Triton X 100

Sigma, T9284

Trizma Base

Biorad, 161-0731

Tween 20

Sigma, 1379

Ure

Biorad, 1610731

Talon Afinite Metal Afinite Resin

Clontech, 635502

Bis-akrilamid

Biorad, 161-0201

Kalsiyum Klortir

Sigma, 1016

3.1.5. Tamponlar ve Soliisyonlar

3.1.5.1. Bakteri Biiyiimesi icin Kullanilan Besiyerleri
E.coli IM 109 ve DH5a bakteri biiyiimesi i¢in besiyerleri asagidaki belirtilmistir.
2XTY Besiyeri :

16.0 gr tripton (Bacto)

10.0 gr maya ozuti

5.0 gr NaCl

Distile su ile 1 litreye tamamlandi. Otoklavda 121°C’ta 30 dakika sterilize edildi.
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Sivi LB Besiveri :

10.0 gr tripton (Bacto)

5.0 gr maya oziitli

10.0 gr NaCl

Distile su ile 1 litreye tamamlandi. Otoklavda 121°C’ta 30 dakika sterilize edildi.

Petri kab1 icin LB/ Ampisilin/ Agar besiveri :

10.0 gr tripton (Bacto)

5.0 gr maya oziitli

10.0 gr NaCl

15 .0 gr Agar

Distile su ile 1 litreye tamamlandi. Otoklavda 121°C’ta 30 dakika sterilize edildi.

Ilik haldeyken 100 pg/ml’sinde olacak sekilde ampisilin ilave edildi ve petri
kaplarma dokiildii.
3.1.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu( PZR) i¢cin Stok Soliisyonlar

10X PZR Buffer

MgCl,

Deoksiriboniikleotit karisim
3.1.5.3. Agaroz Jel Elektroforezi Stok Soliisyonlar:

TAE 50X Tamponu

242 gr Tris base, 57.1 ml Glasiyal Asetik asit; 100 ml 0.5 M EDTA ilave edildi ve
pH=8.3’e ayarlanarak 1 litreye tamamland1

%1 ve %1.2 Agaroz Jel Hazirlanmasi:

%1°lik jel icin 1 gram, %1.2°lik jel i¢in 1.2 gram agaroz tartilir. 50 ml 1X TAE
tamponuna eklenir ve 0.5 pg/ml etidyum bromiir ilave edilir.
3.1.5.4. Enzim Kesiminde Kullanilan Tamponlar

10X Kpn | Enzimi Tamponu

10X Sal 1 Enzimi Tamponu

10X T4 DNA Ligaz Tamponu
3.1.5.5. Plazmit DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Ticari Kit
‘High Pure Plasmid Isolation Kit‘ (Roche Applied Science, Katalog no: 11 754 777 001)

kullanilmastir.
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3.1.5.6. Bakteri Hiicrelerinin Lizisi icin Kullanilan Tamponlar

B Tamponu:

100 mM NaH2PO4 13.8 gr NaH2PO4.H20 (M. A. 137.99 g/mol)
10 mM Tris.Cl 1.2 gr Trizma (M.A. 121.1 g/mol)

8M Ure 480.5 gr (M.A. 60.06 g/mol)

Toplam hacim 1 litreye tamamlanir. NaOH kullanilarak pH: 8’e ayarlanir.
3.1.5.7. Ni Affinite Kromotografisi icin Kullanilan Tamponlar

His Select Cobalt Afinite jeli proteinleri denatiire kosullar altinda saflastirmak i¢in
kullanildi. Denatiire kosullarin kullanilmasindan dolay1 protein 6nce 8 M iire ile ¢oziildii.
Afinite jel ile deneye baslamadan Once denatiire hiicre ekstraktinin pH’smm 7.0 -8.0
araliginda olmasina dikkat edildi. Ure iceren tamponlar giinliik olarak taze hazirland1. Ure
denatiire sistemi i¢in kullanilan tamponlar asagida belirtilmistir:

Dengeleme/Y1kama Tamponu:

0.1 M Sodyum fosfat pH 8.0

8 M Ure

Eliisyon Tamponu:

0.1 M Sodyum Fosfat, pH 8.0
8 M Ure

250 mM Imidazol

3.1.5.8. SDS Poliakrilamit Jel Elektroforezinde Kullanilan Stok Soliisyonlar
SDS- Yiikleme Tamponu:

Distile su 4.80 ml
0.5 M Tris-HCI, pH:6.8 1.00 ml
Gliserol 0.80 ml
% 20 SDS 0.80 ml
2-B-merkaptoetanol 0.40 ml

% 0.05 bromofenol mavisi  0.20 ml

5X SDS Elektroforez Tamponu:
Tris baz 9.0 gr
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Glisin 43.2 gr
SDS 3.0 gr

Toplam hacim 600 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanda.

SDS-PAGE Stok Soliisyonlari:
%30 Akrilamit/Bisakrilamit soliisyonu (300 ml) :

87.5 gr akrilamit
2.4 gr N’N’-bis-metilen-akrilamit
Toplam hacim 300 ml’ye distile su ile tamamlandi. Hazirlanan soliisyon Whatman

3MM ile filtre edildikten sonra karanlikta +4°C’ de saklandi.

4X Tris-HCI1 /SDS, pH:8.8 (1.5M Tris-HCI, 0.4% SDS) :
18.2 gr Tris baz yaklasik 40 ml distile suda ¢6ziildiikten sonra 1N HCl kullanilarak

pH: 8.8’e ayarlandi ve toplam hacim 100 ml’ ye distile su ile tamamlandi. Soliisyon 0.45

pm’lik filtreden gecirildikten sonra 0.4 gr SDS ilave edilerek + 4°C’ta saklandi.

4X Tris-HCI, pH:6.8 (0.5M Tris-HCI, 0.4% SDS) :
6.05 gr Tris baz yaklasik 40 ml distile suda ¢oziildiikten sonra IN HCI1 kullanilarak

pH: 6.8’e ayarlandi ve toplam hacim 100 ml’ ye distile su ile tamamlandi. Soliisyon 0.45

pm’lik filtreden gecirildikten sonra 0.4 gr SDS ilave edilerek + 4°C’ta saklandi.

%20 SDS :
20 gr SDS 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Boyama Cozeltisi ( Coomassie Blue):
% 10 asetik asit

% 0.1 Coomassie Blue R

% 50 Metanol

Aritma Cozeltisi:

% 7 asetik asit
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% 10 metanol

3.1.5.9. Western Blot Analizi Tampon ve Soliisyonlari
SEMI-DRY Transfer Tamponu :
3.03 g Tris
14.4 g Glisin

200 ml Metanol toplam hacim 1000 ml olacak sekilde dH,O ile tamamland:.

10X PBS

80 g NaCl

2 g KCl

14.4 g Na,PO4

2.4 g KH;PO4, 700 ml distile suya ilave edilip ¢oziildiikten sonra 1 litreye

tamamlanda.
1X PBS:
100 ml 10 X PBS distile suyla total hacim 1 litre olacak sekilde tamamlandi ve

tyice karistirildi.

Bloklama Tamponu:

4 g Yagsiz Siit tozu 90 ml 1X PBS i¢ine ilave edilip karistirildi. Daha sonra hacim
100mI’ye 1xPBS ile tamamland:.

Yikama Tamponu:

100 ml 1X PBS i¢ine 50ul Tween-20 ilave edilip karistirild.

Triethanolamine Tamponu:

7.5 g NaCl ve 2.8 ml ml trietanolamine 800 ml dH,O ya ilave edildi ve konsantre

HCl ile pH’s1 7.5’a ayarlandi. Daha sonra hacim 1 litreye tamamlandi.

4-kloro 1-Naftol substrat soliisyonu:

Stok 4-C-1-N soliisyonu: 1 adet 4-C-N tableti ( 30 mg/tablet; Sigma Katolog no, C-6788)

10 ml metanol i¢inde ¢oziildii.
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12 ml ¢alisma substrat soliisyonu: 2 ml 4-C-1-N stok soliisyonu ve 50 ul 3% H,O,’

yi 10 ml triethanolamin tamponuna ilave edildi.

3.1.6. Ekspresyon Vektorii
Bu c¢alismada Ekspresyon vektorii olarak 6x His-tag dizisi ve mCherry floresan

protein geni iceren pQE30 vektori kullanilmigtir.

amhi M Cherry sact Kpni W

P15 -h‘:O-locO-RBS Stop Codons

? pQE-30mCherry

N

cd B

Sekil 3.1. Ekspresyon vektorii pQE30 mCherry

3.1.7. PZR Uriiniiniin Kolon Saflastirmasi
“ High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche Applied Science, Katalog no:
11732668001) kullanilmistir.

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Lig7 scFv geninin pQE30 vektoriine klonlanmasi
3.2.1.1. Lig7 scFv geninin PZR ile Cogaltilmasi
Lig7 scFv geni, 500 pL’lik mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine , buz lstiinde toplam
hacim 50 pl olacak sekilde asagidakiler sirasiyla eklendi.
J 35 ul dH,O
o 5 ul Tag Buffer (10X)
. 3 ul MgCl, (25Mm)
o 1 ul NTP / 10 mM her birinden
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o 2 pul primer Kpnl ( 10 pmol/pl)
. 2 pl primer Sall (10 pmol/ ul)
o 2 ul kalip DNA (Lig7)
o 1 ul Tag DNA polimeraz
50 pul = Toplam hacim
500 pl’lik mikrosantrifiij tiipler 1si1sal dongili cihazina yerlestirildi ve asagidaki 1s1
dongii programi uygulandi.
94°C'ta 5 dakika 6n denatiirasyon
94°C' de 1 dakika denatiirleme
55°C' de 2 dakika tutunma L X30
72°C’ de 2 dakika sentez

72°C’de 10 dakika tamamlama reaksiyon

PZR isleminden sonra iiriinleri kontrol etmek amaciyla %]1.2 ‘lik agaroz jel
hazirland1. 1.2 gr Agar tartild1 ve 100 pl 5X TAE ¢o6zeltisine eklendi. Mikrodalga firinda
kaynatilarak eritildi. Eridikten sonra 60°C’ye kadar sogultuldu ve final konsantrasyonu 0.3
pg/ml olacak sekilde 10 mg/ml’lik etidyum bromiirdern 3 pl eklendi. Tarak yerlestirilmis
ve su terazisiyle dengelenmis kasetin i¢ine jel dokiildii ve donmas1 beklendi. ilk kuyucuga
5 pl DNA markir yiiklendi. 5 ul PZR firiinii , 2 pl 6X jel yiikleme tamponuyla karistirildi
ve kuyulara yiiklendi. Ornekler 0.5X TAE c¢ozeltisi icinde 80 V’da 50 dakika
yiiriitiildiikten sonra UV 15181 altinda incelendi. Istenilen bant goriilen &rnekler ileriki
calismalar icin -20 °C ‘de muhafaza edildi.
3.2.1.2. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Klonlama ve DNA dizi analizi gibi calismalarda kalip DNA’nin arindirilmasi
deneylerin iyi sonu¢ vermesi agisindan Onemlidir. PZR iiriinleri alkol ¢Oktiirmesiyle
temizlenmistir. Deney yontemi asagidaki gibidir.

. PZR iiriinleri 1.5 mI’lik eppendorf tiipline aktarildi.

o Eppendorf tiipii icine 450 ul -20 °C % 95 alkol (Merck, Germany) eklendi.

o Uzerine 4.5 pl NaOH ilave edilerek -20°C’de bir gece bekletildi

o Bekleme siiresi sonunda 6rnekler 12.000 rpm’de 30 dk santifiij edildi. Ust
siv1 uzaklastirildi.

. Pellet -20°C % 70’lik alkol ile 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
yikandu.
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3.2.1.3. Saflastirilmis PZR Uriinlerinin Agoraz Jel Elektroforeziyle Analizi

Alkol ¢oktiirmesiyle saflastirma sonucunda iiriin miktarimi gorebilmek i¢in agaroz
jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in yukarida bahsedildigi gibi % 1.2 ‘lik agaroz jel
dokiildii. Bant biiyiikliiglinii gérebilmek i¢in ilk kuyuya 5 pl low marker yiiklendi. 5 pl
saflastirilmis PZR iriinii 2 pl jel ylikleme tamponuyla karistirildi. Diger her bir kuyucuga 7
ul &rnek yiiklendi. Ornekler 0.5X TAE tamponu i¢inde 80 Volt uygulanarak 45-50 dakika
yiriitiildii. Jel UV 1sik altinda incelendi ve PZR iiriinlerinin saflagtirma sonrasi nitel
kalitesi hakkinda bilgi sahibi olundu.

PZR Uriinlerinin Nicel Olarak Belirlenmesi:

Alkol ¢oktiirmesiyle saflastirma sonucunda elimizde kalan DNA miktarmin
belirlenmesi i¢in spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. ND-1000 Nanodrop 260 nm dalga
boyunda yapilan 6l¢timde PZR iirtinlerinin ortalama 120 ng/ ul oldugu goriildii.

______

Sekil 3.2. ND-1000 Nanodrop Spektrofotometre

3.2.2.Klonlama Cahsmasinda Kullanilacak Vektoriin Cogaltilmas1 Amaciyla
Transformasyon Calismasi

Strasiyla E. coli DHS5a ve E. Coli JM109 kompetant hiicrelerine CaCl, Yontemi ile
pPQE30mCherry vektorii transformasyonu asagidaki gibi yapildi.

o Ayr1 iki cam tiipte 1000 ng (pQE30-mCherry vektorii (ticari) steril S0mM
Tris pH 7.2 ile 50ul’ye tamamlandi. Steril cam kiiltiir tiipiine aktarildilar.

o Steril S0mM Tris pH 7.2 ile 50ul’ye tamamlanmis vektor bulunan camlar
tiiplerden birinin lizerine  hazirlanmis olan 300 pl’lik kompetan E.coli DH5a hiicresi,
digerinin {izerine hazirlanmig olan 300 pl’lik JM 109 hiicresi eklenerek karistirildi ve buz
icerisinde 40-60 dakika bekletildi.

o Bu siire sonunda tiipler 42°C’a ayarlanmis su banyosunda 3 dakika

bekletildi.
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o Tiipler 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tiip igerigine 1 ml
LB besi yeri eklendi ve 37°C’ta 220 rpm de 30-60 dakika ¢alkalandi.

. Bekletme siiresi sonunda her LB/ Ampisilin (100pg/ml)/ Agar petri kabi
icin 150 pl alarak yayimlar yapildi ve gece boyu 37°C’ta bekletildi.

o Geri kalan bolim 50 ml sivi LB/ Ampisilin (100pg/ml) besi yerine
aktarilarak 37°C’ta 220 rpm’de gece boyu calkalandu.
3.2.3. Lig7 scFv geninin pQE30mCherry Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi
3.2.3.1. Lig7 scFv PZR Fragmentinin ve Plazmit pQE30mCherry’nin Restriksiyon
Enzimleriyle Kesim Reaksiyonu

Restriksiyon enzim kesimi iki agsamali olarak uygulandi. Lig7 scFv PZR fragmenti
ve plazmid pQE30mCherry ayr1 tiiplerde es zamam olarak iki farkli restriksiyon
endoniikleaz ile kesime tabi tutuldu.

Ik olarak asagida belirtilen malzemeler 0.5 ml'lik eppendorf tiiplerine yerlestirildi.
Kpnl enzimi en son eklendi.

Kpn I Kesim Reaksiyonu:

1.5 pg kesim iiriinii tizerine ;

4 ul 10x Kpnl enzim tamponu

I pulenzim (10 u/pl)

Distile su ile 40 pl'ye tamamlandi.

Tipin icerigi karistirilarak 37°C'a ayarlanmis 1s1 blogunda 4 saat inkiibe edildi.
Kesim sonrasinda ornekler -20°C’ye kaldirildi. Daha sonra kesilmis orneklerin 5 pl’si
agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi. Geri kalan 35 pl Sall kesimi i¢in kullanildi.

Sal I Kesim Reaksiyonu:

35 pl Kpn I kesim {iriinii tizerine, 4 pl O tamponu 1pul Sal I enzimi ilave edildi ve
distile su ile 40 pl’ye tamamlandi. Sal I enzimi en son eklendi ve tiiplin icerigi
karstirilarak 37°C'a ayarlanmus 1s1 blogunda gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda kesim tiriinleri 95°C’de 5 dakika tutularak enzimlerin inaktive olmasi saglandi
3.2.3.2. Restriksiyon Endoniikleazlarla kesilmis PZR iiriinii ve pQE30 vektoriiniin
saflastirilmasi

Iki kesim yapilmis PZR fragmenti ve pQE30 plazmidinin saflastiriimasi icin High
Pure PCR Product Purification Kit” (Roche Applied Science, Katalog no: 11732668001)
kullanildi. Asagida yazildig: gibi, ticari kitin protokolii uygulandi;
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. Saflagtirilmak istenen Ornekler 100 ul’ye steril su ile tamamlandi ve
iizerlerine 500 pl “Baglama Tamponu™ ilave edildi ve 6rnekler karistirildi.

o 2 ml’lik toplama tiipleri icerisine filtreli kolonlar yerlestirildi.

. Ornekler filtreli kolonlara aktarildiktan sonra 1 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Filtreli kolon / toplama tiipii sistemi 13,000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij
edildi. Toplama tiiplerinde toplanmis olan siv1 dokiilerek uzaklastirildi.

o Yikamalar i¢in, kolona 500 ul “Yikama Tamponu” ilave edildi ve 1 dakika
boyunca 13,000 rpm’de tiipler santrifiij edildi.

. Toplama tiipleri bosaltildiktan sonra kolona 200 pl yikama soliisyonundan
ilave edildi. Tipler 13,000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Toplama tiipleri
bosaltild1.

. Kolonlar, 1,5 ml’lik temiz eppendorf tiipiilerine aktarildiktan sonra
membranin ortasina gelecek sekilde 50 pl “Eliisyon Tamponu” ilave edildi ve 13,000
rpm’de 1 dakika boyunca kolonlar santrifiij edildi.

o Kolonlar atildi, ependorf tiiplinde toplanmis olan DNA soliisyonundan 2 pl
alind1 ve %1°lik agaroz jelde kontrol edildi.
3.2.3.3. PZR Fragmentinin ve pQE30 mCherry Plazmidinin Ligasyonu

T4 DNA Ligaz enzimi, ¢ift iplikli iki DNA molekiiliinde yan yana gelen 5° fosfat
grubu ile 3’ hidroksil grubunun fosfodiester bagi ile birlestirilmesini katalizleyen bir
enzimdir. Ligasyon reaksiyonunun belirlenmesinde en 6nemli faktor, vektor ile igerisine
takilacak olan DNA pargasinin (insert) oranidir. Vektor / insert orami 1:3 olarak

belirlendikten sonra konulacak insert miktar1 asagidaki formiile gére hesaplandi.

Insert (ng)= (insert / vektor) x Vektor (ng) x Insert (kb)
Vektor (kb)

Reaksiyona girmesi gereken insert miktar1 http://www.gibthon.org/ligate.html

sayfasinda bulunan hesaplama kismina, belirlenen insert orani ve ligasyon girecek insert ve
vektor boyu (kb) yazilarak hesaplandi. Bu bilgiler 1s18inda, PZR araciligi ile ¢ogaltilip
Kpnl ve Sall restriksiyon enzimleri ile kesilen gen parcasi ile ayni enzimlerle kesilmis olan

plazmit kesim tirtinleri asagidaki tabloya gore ligasyona alindu:
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Cizelge 3.6. Ligasyon reaksiyonu

1 numarali deney tiipii 2 numarali deney tiipii
10xLigasyon tamponu 2ul 2ul
Insert (Lig7 scFv) 12ul 14.7ul
Vektor Sul 2.5pul
Safsu 0 0
T4 DNA Ligaz enzimi Il Tul
Toplam hacim 20ul 20ul

3.2.4.CaCl, Yontemiyle Transformasyon

Ligasyon triinlerinin E.Coli JM109 bakteri strainine CaCl, Yontemi ile
transformasyonu yapildu.

1) Ligasyon karisimi steril 50mM Tris pH 7.2 ile 50ul’ye tamamlandi Steril cam
kiiltiir tliptine aktarilda.

2) Ligasyon karisimi iizerine hazirlanmis olan 300 ul’lik kompetan E.coli hiicresi
eklenerek karistirildi ve buz igerisinde 40 dakika bekletildi.

3) Bu siire sonunda tiipler 42°C’a ayarlanmis su banyosunda 3 dakika bekletildi.

Tiipler 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tiip igerigine 1 ml LB besi
yeri eklendi ve 37°C’ta 220 rpm’de 60 dakika calkaland:.

4) Bekletme siiresi sonunda her LB/ Ampisilin (100pg/ml)/ Agar petri kabi i¢in
200 ul alinarak yayimlar yapildi ve gece boyu 37°C’ta bekletildi.

5) Geri kalan boliim 50 ml sivi LB/ Ampisilin (100pg/ml) besi yerine aktarilarak
37°C’ta 220 rpm’de gece boyu ¢alkalandi.
3.2.5. Plazmit pQE30mCherry‘nin lig7 scFv genini icerdiginin dogrulanmasi
3.2.5.1. Transforme olan bakteri kiiltiiriinden Plazmit DNA izolasyonu

Hedef geni tasidig1 diistintilen E.Coli IM109 bakterisi ,100 pg/ml. ampisilin igeren
5 ml LB besiyerinde 37°C’de gece boyu biiytitiildii. ‘High Pure Plasmid Isolation Kit* ile
asagidaki protokol uygulanarak bakterilerden plazmit elde edildi.

o 3 ml E.coli kiiltiiri 30 saniye 9000 rpm’de santrifiij edildi.

. Ust s1v1 uzaklastirildu.
. Pellet 250 pl suspensiyon tamponu/RNAaz ile ¢oziildii.
. 250 pl lizis tamponu eklendi.
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o Yavasca karistirildi, 5 dakika buz iistiinde inkiibe edildi. Maksimum hizda
10 dakika santriftij yapildi.

° Pellet uzaklastirild:.

o Supernatant High Pure Filtre tiipiine alindi, maksimum hizda 30-60 sn
santrifiij edildi.

. Ust sivi uzaklastirildi. 500 pl Yikama Tamponu I eklendi.

o 13,000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi.

o 700 pl Yikama Tamponu 1l eklendi.

. Ust s1vi uzaklastirildiktan sonra 13,000 x g'de 1 dakika fazladan santrifiij
edildi. Ust s1v1 uzaklastirildi.

o 100 pl Eliisyon Tamponu eklendi

o Plazmid DNA elde edilmis olundu.
3.2.5.2. Plazmit DNA’nin Sall kesimi ve Kpnl enzimleriyle kesim reaksiyonu

Transformasyon sonrasi elde edilen bakteri kolonilerinin DNA diizeyinde
kontroliine yonelik kullanilan metodlardan biri olan koloni PZR yOntemiyle
transformasyon sonrasi sec¢ici LB/Agar plate lizerinde olusan kolonilerden, koloni PZR
islemi asagidaki deney yontemiyle gerceklestirildi.

1) 0,5 ml’lik eppendorf tiipii igerisine 15 pl distile su konuldu.

2) LB/Amp igeren agarli petri kabinda biiyliyen kolonilere 6zenin ucu ile
dokunularak bir miktar bakteri hiicresi alinir ve 1. asamada hazirlanan tiipteki su ile
karistirilir.
3.2.5.3. Koloni PZR

Tip, 95°C’ta 3 dakika bekletildikten sonra santrifiijlenerek asagidaki sekilde
hazirlanan polimeraz zincir reaksiyonu karigiminda kalip olarak kullanilir

1) 0,5 mI’lik eppendorf tiipii igerisine 15 pl distile su konulur.

2) LB/Amp igeren agarli petride biiyiimiis olan kolonilere 6zenin ucu ile
dokunularak bir miktar bakteri hiicresi alinir ve 1. asamada hazirlanan tiipteki su ile
karistirilir.

Tiip, 95°C’ta 3 dakika bekletildikten sonra santrifiijlenerek asagidaki sekilde

hazirlanan polimeraz zincir reaksiyonu karigiminda kalip olarak kullanilir.

10 X Taq tampon :2.5ul
MgCl, 1.5l
dNTP (10 mM/Herbiri) :0.5 ul
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5’ primer (10 pmol/pl) c 1l

3’ primer (10 pmol/pl) :1ul
DNA kalib1 22 ul
Taq polimeraz (1 u/ul) :0.5ul
dH,O :16 ul
Toplam 225 ul

3.2.5.4.DNA Dizileme Cahsmasi icin pQE30 Plazmit PZR Amplifikasyonu
Dizi analizi reaksiyonlar1 GenomeLab™ “Dye Terminator Cycle Sequencing” kiti

kullanilarak hazirlanir. Reaksiyon sonuglart CEQ 8800 Dye Terminator cycle sequencing

otomatik dizi analiz sistemi ile analiz edilir (Sekil 3.3)

Sekil 3.3. CEQ 8800 Dye Terminator otomatik dizi analiz sistemi

Onkarisimin Hazirlanmasi

10X dizileme reaksiyonu tamponu 200 pl
dNTP karigimi 100 pl
ddUTP boya sonlandirici 200 pl
ddGTP boya sonlandirici 100 pl
ddCTP boya sonlandirict 200 pl
ddATP boya sonlandirici 200 pl
polimeraz enzimi 100 pl
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Hazirlanan karigim her bir tiipte 180 pl olacak sekilde PCR tiiplerine paylastirilir ve
-20 °C’de sakland1.

Dizileme Reaksiyonunun Hazirlanmasi
PCR reaksiyonu 0.2 ml’lik ince cepherli PCR tiipii i¢inde hazirlandi. Biitiin

soliisyonlar buz lizerinde tutuldu. Reaksiyon soliisyonu asagidaki siraya gore hazirlandi:

H,O X,X pl
DNA kalib1 0.5-7.0ul
(ss DNA i¢in son konsantrasyon 50 fmol)
-96 Sekanslama primeri 2.0 pl
(1.6 pmol/ul)
Onkarisim 11.0  ul
Toplam 20.0 pl

Reaksiyon tiipii 1yice karistirildi, kisa siireli santrifiij edildi. Polimeraz zincir

reaksiyonunun gerceklestirilmesi i¢in tiip 1s1sal dongii (PZR) cihazina yerlestirildi.

Dizileme PZR Sicaklik Dongiisii Programa:

96°C 20 saniye
50°C 20 saniye 30 dongii
60°C 4 dakika

Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda PZR iiriinleri alkol ile ¢oktiirtildii.

PZR Reaksivonlarinin Alkol Coktiirmesi:

. Her 6rnek i¢in 0.5 ml’lik tiip hazirland:.
. Herbir tiipe taze hazirlanmis durdurma soliisyonu/glikojen karigimindan

(3M Sodyum Asetat’tan (pH 5.2) 2 ul, 100mM Na,-EDTA’dan (pH 8.0) 2 pl ve 20mg/ml

Glikojen’den 5 ul eklendi. Dizileme reaksiyonu tlizerine eklendi.
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. 60 ul soguk (-20°C) %95’lik etanol eklenir ve karistirilir. Karigim hemen
140000rpm’de +4C°°de 15 dakika santrifiij edilir.

. Ust sivi uzaklastirildi. Pellet iki kez %70’lik soguk (-20°C) etanol ile
yikandi. Her yikama i¢in etanol koyuldugu an en az 2 dakika boyunca 14.000 rpm’de
santrifiij edildi. Son yikamada {ist sivi uzaklastirildi ve pellet vakumlu 10 dakika
kurutmaya alind1.

. Pellet kit icerisinde bulunan 40 ul 6rnek yiikleme soliisyonu ile ¢oziildii.

. Ornekler CEQ 8800 cihazi igin uygun olan ELISA playti kuyularina
aktarildi. Kuyularin tizerine mineral yag damlatildi. Playt cihaza yerlestirilir ve CEQ8800
LFRa program ile analiz yapildi.
3.2.6.Transforme Bakterilerin Uzun Siire Stoklanmasi

pQE30mCherryLig7 plazmidini igeren E. Coli JIM109 hiicreleri biitiin gece LB/amp
s1v1 besiyerinde biiylitiildii. Biiyiiyen bakterilerin 300 pl’si 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine
alind1. Uzerlerine 300 ul %60’1ik gliserol eklenip homojen olana kadar karistirildi ve
-80°C’de sakland1.

3.2.7. mCherry lig7 Geninin Ekspresyonu

Pozitif klonlarmn protein halinde ekspresyonu i¢in bakteriyel vektore klonlanmis
olan hedef genin protein liriiniiniin kimyasal uyarici (IPTG) vasitasiyla ekspresyonu
saglandi. Uygulanan deney yontemi asagida belirtilmistir.

1) Hedef geni tastyan E.coli bakterisi, 100 pg/ml. ampisilin ve %2 gliikkoz iceren 5
ml 2XTY besiyerinde 30°C’ta gece boyu biiytitiildii.

2) Gece boyu biiyiiyen kiiltiirden 1/100 seyrelti olacak sekilde 100 pg/ml ampisilin
iceren 5 ml 2XTY besiyerine ekim yapildi. ODgg 0,6 oluncaya kadar 37°C’ta calkalanarak
biiyiitiildii.

3) ODgoo nm degeri 0.6’ya ulasan ornekler, 4000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi.
Ust sivi1 uzaklastirildi. Pellet, 100 pg/ml ampisilin ve son konsantrasyonu 1 mM olacak
sekilde IPTG igceren 5 ml 2XTY besiyeriyle ¢oziildiikten sonra 30°C’ta 250 rpm de 4 saat-
gece boyu inkiibe edildi.

4) Indiiksiyonun kontroliiniin SDS-PAGE poliakrilamit jel elektroforezinde
yapilmasi i¢in indiiksiyon kiiltiiriiniin ODggo degerine bakildiktan sonra asagidaki hesaba
gore alikotlar hazirlandi. Bu alikotlar 5 dakika 4000 rpm’de santrifiijlendikten sonra list
siv1 atild1 ve pelletler -20°C’ta sakland:.
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Alikot miktar1 = 500x 0.3
OD600 degeri

5) Geri kalan indiiksiyon kiiltiirii 8000 rpm’de 15 dak. boyunca sanrifiijlendikten
sonra siipernatant ve bakteri pelleti ayr1 tiiplerde toplandi. Bakteri pelleti, SDS-PAGE
analizi ve rekombinant protein saflastirma isleminde kullanilana kadar -70°C’ta muhafaza
edildi.

3.2.8. mCherry Lig7 Rekombinant Proteinin Ni-Afinite Kolon Kromotografisi
ile Saflastirilmasi

Iigilenilen rekombinant protein icin yiiksek miktarda saflastrmadan &nce,
calisilacak uygun durumlari belirlemek icin deneme miktar1 deneyi (< 1 mg hedef protein
) uygulanmisti. Asagida belirtilen biitiin deney adimlar1 oda sicakliginda gergeklestirildi.

1. 50 pl HIS-Select Kobalt Afinite Jeli siispensiyonu mikrosantrifiij tiipline alindi
ve 5,000’g de 30 saniye santrifiij edildi.

2. Ust s1v1 dikkatlice alind1 ve uzaklastirilda.

3. 200 pl dengeleme tamponu eklendi ve iyice karigtirildi.

4. 30 saniye 5,000 g hizda santrifiij edildi. Ust s1v1 uzaklastirildi.

5. 100 pl saf rekombinant protein soliisyonu eklendi ve yavasga 1 dakika
karstirildi. Karisim 4. adimdaki gibi santrifiij edildi ve st siv1 saklandi.

6. Afinite jel 2 kere 500 pl yikama tamponuyla yikandi. Afinite jel 10 saniye
yavasca karistirildi , sonra 30 saniye 5.000 g’de santrifiij edildi. Yikama tampon soliisyonu
analiz etmek i¢in saklandi.

7. Hedef protein 50 pl eliisyon tamponda ¢oziildii. Tampon afinite jele eklendi ve

tyice karistirildi.

HSN—CH—C00°
ch
Nﬁ NN
LNH M H
Histidin imidazol

Sekil 3.4. Histidin ve imidazoliin kimyasal yapis1

8. 30 saniye 5.000 g’de santrifiij edildi.
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9. Biitiin fraksiyonlar SDS-PAGE ve Western Blot analizleri i¢in saklandi.

3.2.9. mCherryLig7 fiizyon proteininin SDS PAGE Jel Elekroforezi ve Western Blot

Analizi

3.2.9.1. mCherryLig7 fiizyon proteininin SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi
Rekombinant proteine ait indiiksiyon kontrolii icin  iki katmanli denatiire

poliakrilamit jel elektroforezinden yararlanildi. Calismamiz swrasinda Mini-PROTEAN

(BIO-RAD) elektroforez sisteminde kullandigimiz SDS-PAGE jelleri asagidaki tablo

degerlerine gore hazirlandi.

Ayirma Jeli:
%12’lik Akrilamit jel hazirlanisi:

%30 Akrilamit, %0.8 Bis-Akrilamit 6.0 ml
4X 1.5M Tris-HCI (pH=8.8) ; %0.4 SDS 3.75 ml
dH,O 5.25 ml
%10 Ammonium persiilfat * 100 pl
TEMED 10 pl

* 9 10 APS =100ml distile suda 10 gr APS ¢oziildii.
1) %12’1ik ayirma jeli hava kabarcigi kalmayacak sekilde iki cam arasina, iistten

0.5 cm. bosluk kalacak sekilde doldurulduktan sonra iizeri hava ile temasini kesmek i¢in

N-biitanol ile kapatild.

2) Jel polimerize olduktan sonra N-biitanol uzaklastirilarak jelin {ist tabakasi

distile su ile yikandi.

Konsantrasyon Jeli:

%4’liik Akrilamit jel hazirlanis

%30 Akrilamit, %0.8 Bis-Akrilamit 670 pl
4X 0.5M Tris-HCI pH=6.8/ % 0.4 SDS 1225 pl
dH,O 3076 ul
%10 Ammonium persiilfat 40 pl
TEMED 4 ul
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1) Yukaridaki sekilde hazirlanan %4’liikk konsantrasyon jeli (stacking gel) cam
levhalarin tlizerinde kalan bosluga doldurulduktan sonra kuyularin olusumunu saglamak
iizere tarak yerlestirildi.

2) 1 saat siire ile jelin polimerizasyonunun tamamlamasi beklenildi.

3) Jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartilarak, jelleri tasiyan parca
elektroforez tankia yerlestirildi ve tank SDS-PAGE elekroforez tamponu ile dolduruldu.

4) Hedef gen iiriinliniin indiiksiyonunun kontrolii i¢in hazirlanmis olan bakteri
pelletleri 30 pl ylikleme tamponu ile ¢oziildii, 95°C’ta 3 dakika bekletilerek proteinlerin
denatiirlenmesi saglandiktan sonra kisa stireli bir santrifiij yapildi ve 6 ul’si kuyuya
yiiklendi. Ayrica, gece boyu indiiksiyon kiiltliriine ait iist s1vi 6rneginden 26 pl alinip 6ul
yiikleme tamponu ilave edilerek karistirildi. 95°C’ta 3 dakika bekletilerek proteinlerin
denatiirlenmesi saglandiktan sonra kisa siireli bir santriftij yapildi ve 12 pl’si kuyuya
yiiklendi.

5) Sisteme sabit olarak 100 Volt verilerek elektroforez iglemi baslatildi. 10 dakika
sonra voltaj 120 Volta ¢ikarildi ve elektroforez 50 dakika boyunca siirdiiriildii.

Coomassie Blue ile Proteinlerin Boyanmas1

Coomassie Brilliant Blue ile boyamada proteinler glasiyel asetik asit ile jele fikse
edilerek boyandi ve boyama isleminden sonra jeldeki fazla boya aritma soliisyonu ile
uzaklastirildi

Semidry Transfer:

Elektroforez  islemi  bittiginde hedef bantlarn  immunblot isleminde
kullanilabilmeleri i¢gin SDS-PAGE jelinde yer alan protein bantlarin bir membrana

aktarildi. Asagidaki deney yontemi uygulandi.

1) Transferde kullanilacak olan membran ve 4 adet 3MM kagidi transfer
tamponuyla 1slatild.

2) 2 adet 3MM filtre kagidi iizerine membran yerlestirildi.

3) Membranin iizerine poliakrilamit jel konularak, diger iki 3 MM membran ile jel
kaplandu.

4) Bu asamalar gerceklestirilirken yuvarlak cam cubuklar vasitasiyla bastirilarak,
her adimda hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi saglandi.

5) Kapaklar kapatildiktan sonra 10 V’ ta 50 dakika, transfer gergeklestirildi.
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3.2.9.2. mCherryLig7 fiizyon proteininin Western Blot Analizi

Bir protein karisimi igerisinde bulunan belirli bir proteinin varligmm ve
molekiiler agirliginin kontrolii i¢cin gergeklestirilen bu ¢alismada 6rnekler, proteinlerin
boylarma gore ayrilmasi i¢in poliakrilamit jelde (SDS-PAGE) yiiriitiildiikten sonra
ayrilmis olan proteinler elektrik akimi ile nitroselilloz membrana aktarildi. Bu asamadan
sonra immiin blotlama asagida belirtilmis deney yontemine gore uygulandi.

1. Transfer sonrasi proteinlerin bagli bulundugu nitroseliilloz membran 1.5 saat
%4’lik siit tozu ve %0.1°lik Tween-20 iceren PBS ¢ozeltisi (bloklama ¢ozeltisi)
icerisinde ¢alkalanmaya birakildi.

2. Bu siire sonunda membran 3 kez, %0.1 Tween-20 iceren PBS ile 5 dakika siireyle
oda sicakliginda yikand.

3. Membran, bloklama c¢ozeltisi ile seyreltilmis olan anti HIS tag fare monoklonal
antikor (birincil antikor) soliisyonu icerisinde 1 saat oda sicakliginda ¢alkalandi.

4. Bu siire sonunda membran 3 kez, %0.1 Tween 20 igeren PBS ile 5 dakika siireyle
oda sicakliginda yikand.

5. Bu siire sonunda membran 3 kere, %0.1 Tween 20 iceren PBS ile 1 kere de sadece
PBS ile 5 dakika siireyle oda sicakliginda yikandi.

6. Yikama isleminden sonra membran 4-C-1-N substrat soliisyonu igine yerlestirildi
ve mavi renk olusuncaya kadar beklendi.

7. Renk olustuktan sonra membran dH0 ile ¢alkalandi1 ve reaksiyon durduruldu.

3.2.10. ELISA
Bir protein karigimi icerisinde bulunan belirli bir proteinin varligmin kalitatif ve

kantitatif kontrolii i¢in gergeklestirilen bir caligmadir.

1. ELISA kuyucuklarna 100 ul HBsAg igeren kaplama tamponu ile gece boyu +4°C de
kaplanmaya birakildi. Ertesi giin ELISA plate kuyucuklar1 3 kere 200 pl TPBS ile yikandu.
Yikanan kuyulara 200 pl bloklama tamponu konularak 1 saat oda sicakliginda bekletildi.

2. Kuyucuklar 3 kere TPBS ile yikandiktan sonra her 6rnek i¢in duplike calisilarak
kuyulara 100 pl BSA, mCherry, mCherry lig7 ve pozitif kontrol lig7 ilave edildi. 1 saat
oda sicakliginda bekletildi.
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3. Kuyucuklar 6 kere TPBS ile yikandiktan sonra 100 pul bloklama tamponu igerisinde
seyreltilmis ekspresyon tiriiniine kars1 gelistirilmis fare monoklonal antikor soliisyonu ilave
edildi ve 1 saat oda sicakliginda bekletildi.

4. Oda sicakliginda 1 saat inkiibasyondan sonra kuyular 6 kez TPBS ile yikandu.

5. Yikanan her bir kuyuya ikincil antikor soliisyonu (bloklama ¢ozeltisi ile seyreltilmis
(1:1000) olan anti-fare antikoru /HRP konjiigati) ilave edildi ve 1 saat oda sicakliginda
bekletildi.

6. Kuyucuklar 6 kere TPBS ile yikandiktan sonra renk reaksiyonunun olugmasi i¢in
herbir kuyuya 100 ul ABTS substrat soliisyonu ilave edildi. Bir saat oda 1sisinda inkiibe
edildikten sonra ELISA okuyucusunda (Bio-Tech EIA Reader) OD: 405 nm degerleri
tespit edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klonlama Stratejisi

E.coli’de pQE vektorleri kullanilarak 6XHis-tag proteinlerinin yiiksek miktarda
ekspresyonu TS5 promotor transkripsiyon-translasyon sistemine dayanir. pQE plazmidleri
pDS plazmit ailesine aittir (Bujard, 1997). pDS56/RBSII ve pDS781/RBSII-DHFRS
plazmidlerinden tiiremistir (Stiiber, 1990).

Bu tez caligmasinda ekspresyon vektorii olarak 6x His-tag dizisi ve mCherry
floresan protein geni igeren igeren pQE30 plazmiti kullanilmistir. pQE30mCherry olarak
adlandirilmistir.

pQE30 vektoriiniin klonlama bolgesi sekil 4.1°de gosterildigi gibidir. Calismamizda
kullanacagimiz pQE30 vektoriinden gelistirilmis pQE30mCherry plazmidinin klonlama
bolgesi Sekil 4.2. ‘de gosterilmistir.

pGE-30
Sma |
£ BI/RRS teHis Eam H Sgh S0 Kpnl|l Xmal 5o Pst | Hing 5 ta
ﬁ‘@ﬂm‘[g - -[GGATCOGCATGoGAGCTCEETACCCCGEETCGADI TG AGICAAGETT | A aTTAGCTEAS -
55 His epitopa fr—
Sekil 4.1. pQE-30 vektoriiniin klonlama bolgesi
Bamhl mCHERRY Sacl Kpnl Smal  Xmal Sall Pstl Hindlll
PT5 lacO lacO RBS ATG 6XHis mCherry

Sekil 4.2. pQE30mCherry vektoriiniin klonlama bdlgesi

4.2. pQE30-mCherry Ekspresyon Vektoriinii Cogaltmak Amaciyla Yapilan
Transformasyon Sonuclar

Yiiksek miktarda plazmit elde etmek i¢in pQE30-mCherry plazmiti IM109 bakteri
soyuna transformasyon yapilmistir. PQE30mCherry vektoriiniin transformasyonu

sonucunda bakteriler biiylimiis ve pembe renkte koloniler elde edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Transformasyon sonrasi bakteri kolonileri
4.2.1. E.coli JM109 Bakteri Sivi Kiiltiiriinden Plazmit izolasyonu Sonuglari
LB/amp s1v1 besiyerinde gece boyu biiyiitillen pQE30-mCherry ekspresyon vektorii

‘High Pure Plasmid Isolation Kit’(11 754 777 001) ile izole edilmistir. izolasyon sonucu

elde edilen plazmitler agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Transformasyon sonrasi bakteri kiiltiiriinden izole elden pQE30mCherry ‘nin
%1’lik agaroz jelde goriintiisii. 1,2,3,4,5: pQE30mCherry vektori
4.3. Cahsmada Kullanilacak Restriksiyon Endonukleaz Enzimlerinin Secimi ve
Primer Dizaym

Calismamizda pQE30mCherry vektori kullanilmistir. pQE30 mCherry vektorii ile
lig7 scFv ligasyonu igin ekspresyon vektoriiniin ¢oklu kesim bolgesinde yer alan

enzimlerden lig7 nin baz dizilimi i¢inde kesim bdlgesi olmayan enzimler sekanslar1t SDSC

Biology Workbench web sitesinde ( http://workbench.sdsc.edu) kullanilarak se¢ilmistir.
Sekil 4.1°de gosterilmis olan pQE30mCherry ekspresyon vektoriinde enzim kesim
bolgeleri bulunan restriksiyon enzimlerinden sadece Pstl enziminin kesim bdlgesinin lig7
sekansinda bulundugu goriilmiistir. BamHI enzim kesimiyle mCherry sekansi
kaybedilecegi i¢in pQE30 mCherry plazmitinde kesim yerleri bulunan diger restriksiyon
enzimleri arasindan Kpnl ve Sall enzimlerinin kullanilmasina karar verilmistir. (Sekil 4.5)

Sall enzimlerinin kullanilmasina karar verilmistir.
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PstI
\
atggcccaggtgcagctgcaggagtcagggggagecttagtgaagectggagggtcecectg

taccgggtccacgtcgacgtcctcagtccecectecggaatcacttecggacctcccagggac
A * A * A * A * ~ * ~ *
M A Q V. Q L Q9 E S G G A L V K P G G s L
w p R C S ¢C R S 9 G E P * * s L E G P *
G Pp G A A A GV R G S L S E A W R V P E
H 6 L H L @ L L *» P s G * H L R S P G Q
I A W T C s ¢C s D P P A K T F G P P D R
s P G P A A A P T L P L R L S A Q L T G

aaactctcctgtgcagcecctctggattcactttcagtaactatgccatgtcttgggttcecge

tttgagaggacacgtcggagacctaagtgaaagtcattgatacggtacagaacccaagcg
N * A * A * A * A * A *
K L. s ¢ A A S G F T F s N Y A M S W V R
N S p V QQ P L DS L s V T M P C L G F A
T L L C S L I H F Q *» L C H V L G S P
F E G T C G s B S E T Vv I G H R P N A
F S E Q A A E P NV K L L * A M D Q T R
S V. R R H L R @ I * K * Y S H W T K P E

W
R

cagactccagagaagaggctggagtgggtcgcagccattaataataatggtggtagtacc

gtctgaggtctcttctccgacctcacccagecgtcggtaattattattaccaccatcatgg
N * A * A * A * A * A *

Q T P E K R L E W V A A I N N N G G S T

R L. Q R R G W S G s @ P L I I M V V V P

R E A G V G R S H * W W * Y
L S W L P o L p D CGN I I I T T T
w Vv G S F L S S H T A AML L L P P L V
G s E L s s A P T P R L W * Y Y H H Y Y

E L
L G

tactatccagacactgtgaaggaccgattcaccatctccagagacaatgtcaagaacacc

atgataggtctgtgacacttcctggctaagtggtagaggtctctgttacagttcttgtgg
N * A * A * A * A * A *
y Yy p D T Vv K b R F T I s R D N V K N T
T I ¢ T L *» R T D S P S P E T M S R T P
L R H C E G P I H H Q R 9 C Q E H P
v I wW v S H L VvV S E G G s v I D L V G
¥x * G S v T F S RNV M E L S L T L F V
R s D L C Q@ s P G I * W R W L C H * s C

L
D
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421
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ctatatctgcaaatgaggagtctgaggtctgaggacacagccgtgtattattgtgtaaga

gatatagacgtttactcctcagactccagactcctgtgtcggcacataataacacattct

* s * A * A * ~ * A *

L vy ... o M R S L R S E D T A V Y Y C V R

y I ¢ K *» G VvV * GG L R T @ P C I I Vv * D

A N E v * G H S R V L LC K T

* I o L P T ¢ P R L V C G H I I T Y S
R ¥y R ¢C I L L R L D S s VvV A T Y * O T L
G I b A F S SsS D S T P CL R T N N H L

E
H

cagtggagctgggctgactactggggccaaggcaccacggtcaccgtctecctcaggtgga

gtcacctcgacccgactgatgaccccggtteccgtggtgeccagtggcagaggagtccacct
N * A * A * A * N * A *

Q W S W A D Y W G Q G T T Vv T VvV 35 S G G
s G A G L T T G A K A P R S P s P Q V E
v B L G * L L G P R H H G H R L L R W R
L P A P v v P AL A G R D G D G * T S
c H L. Q A S * Q P W P VYV TV T E E P P
v T s s p 9 S s P G L ¢C W P * R R R L H

ggcggttcaggcggaggtggctctggecggtggecggatcggacatcgagctcactcagtet

ccgccaagtccgcectccaccgagaccgceccaccgectagectgtagetcgagtgagtcaga
N * A * A * A * A * A *

G 6 s 6 G 66 GG SsS G GG GG GG s D I E L T @ S

AV QO A E V A L AV A DR T S S S L S L
R F R R R W L W R W R I G H R A H
AT * A S T A R A T A S R V D L E

ccagcctccecctatctgtcectctgtgggagagactgtcaccatcacatgtcgagcaagtgaa

ggtcggagggatagacagagacaccctctctgacagtggtagtgtacagctcgttcactt
N * A * A * A * A * A *
p A S L S VS v G E T V T I T C R A S E
Q p P Y L S L W E R L s P S H V E Q V K
S L P I C C G R C H H M s S K * K
W G G * R R H S S G b C T s C T F
G A E R DT E T P s VvV T V M V H R A L S
E L R 6 I 9 R Q P L 5 @ * wW * M D L L H

L D H
D L D
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aatattttccgtagtttagcatggtatcagcagaaacagggaaaatctcctcaactcctyg

ttataaaaggcatcaaatcgtaccatagtcgtctttgtceccttttagaggagttgaggac
N * A * A * A * A * N *
N I F R S L A W Y Q Q K Q G K s P Q L L
I » S V V * H G I S R N R E N L L N S W
Yy ¥ P * F S M V S A T G K I s s T
I N E T T * C P I L F L S F R R L
F I K R L K A H Y * C F C P F D G * S R
F ¥ K G Y N L M T DA S V P F I E E V G

E P G
L E O

gtctacgatgcaacaaacttagcagatggtgtgtcatcaaggttcagtggcagtggatca

cagatgctacgttgtttgaatcgtctaccacacagtagttccaagtcaccgtcacctagt
N * A * A * A * A * A *
v Yy b A TNL A DGV S S R F S G S G S
s T M ¢ ¢ T » Q M v C H Q G S V A V D Q
R ¢ N K L S R W C V I K V Q W Q W I R
v 1 ¢ C Vv » ¢ I T H » * P E T A T S *
T » s A V F K A s p T D D L N L P L P D
P R R H L L S L L H H T M L T * H C H I

L
D

PstI

\
ggcacacagttttccctcaagatccacagectgcagtctggagattttgggacttattac

ccgtgtgtcaaaagggagttctaggtgtcggacgtcagacctctaaaaccctgaataatyg
A * A * A * A * ~ * A *
G T ¢ ¥F s L K I H s L ¢ s G D F G T Y Y
A H S F P S R S T A C S L E I L G L I T
H T v F P Q D P Q P A V W R F W D L L L

A C L K G E L DV A Q L R S I K P S I V
p Vv CNE R L I W L R C D P S K P Vv * «*
L ¢ v T K GG * S G C G A T Q L N O S K N

tgtcaacatttttggggtactccgtggacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaa

acagttgtaaaaaccccatgaggcacctgcaagccacctcececgtggttcgacctttagttt
N * A * A * A * A * A *

c Q H F W G T P W T F G G G T K L E I K

v N I F G VvV L R G R S V E A P S W K S N

s T F L G Y S V. DV R W R H Q A G N Q

T L. M K p T S R P R E T S A G L Q F D

Q * ¢C K Q P V G H V N P P P V L s s I L

s b v N K P Y E T S TR H L C W A P F *

T
F
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721 cgg

780

gcc

A * A * e} * A * A * N *

1 R
2 G
3 D
4 P
5 R
6 \Y

Sekil 4.5. Lig7 scFv’nin baz dizisinde kesim bdlgesi bulunan restriksiyon enzimlerin
kesim bolgeleri kirmiziyla gosterilmistir.

Lig7 (Anti-HBsAg ) geninin pQE30mCherry vektorii ile molekiiler klonlama
calismasi icin uygun primerler, secilen enzimler dogrultusunda sekanslar1 SDSC Biology

Workbench web sitesi ( http://workbench.sdsc.edu) kullanilarak dizayn edilmistir. Bu 6n

ve ters primerler FLig7Kpnl ve RLig7Sall olarak isimlendirilmislerdir. 6X His-Tag baz
dizilimi vektorde yukarida bulundugu i¢in primer dizayninda kullanilmamistir. mCherry
floresan proteini kodlayan bolgeyi iceren pQE30 vektori bitirme kodonu sekansi igerdigi

icin dizayn edilen primerde bitis kodunu yer almamaktadir (Sekil 4.6).

1- FLig7Kpnl : 5’-ATT ACT GGT ACC ATG GCC CAG GTG CAG CTG
CAG-3

2- RLig78all: 5’-ATA ACA GTC GAC CCG TTT TGA TTT CCA GCT GGT
GCC-3¥

Sekil 4.6. Calismamizda kullanilan restriksiyon enzim kesim yerlerini iceren oligoniikleotit
primerler.

4.6.1 : FLig7Kpnl Basarili enzim kesimi i¢in 6 b¢ uzunlugundaki kuyruk bolgesi, 2:
Kpnl kesim bolgesi, 3: Baslangic kodonu, 4: Devamindaki baz dizilimi lig7 geninin
baslangic1 ile uyumludur.

4.6.2 : RLig7Sall Basarili enzim kesimi i¢in 6 b¢ uzunlugundaki kuyruk bolgesi 2:
Sall enzim kesim bolgesi, 3: 6XHis-Tag kodlama bdlgesi, 4: Geri kalan baz dizilimi lig7

geninin sonundaki baz sirasi ile uyumludur.
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4.4. Lig7 scFv Geninin PZR ile Cogaltilmasi

Lig7 rekombinant antikoru spesifik olarak dizayn edilen primerler ile PZR
calismasiyla ¢ogaltildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de gosterilmistir. Beklenilen 740 bg
biiyiikliigiindeki bant agaroz jelde goriintiilendi.

Sekil 4.7. PZR ile ¢ogaltilmis olan lig7 scFv geninin % 1.2’lik agaroz jel goriintiisii
M.Markir (Fermentas #SM0383),1. Lig7 scFv geni
4.5. pQE30mCherry Ekspresyon Vektoriiniin ve Lig7 scFv’nin Restriksiyon
Endoniikleazlarla Kesimi

FLig7Kpnl ve RLig7Sall primerleriyle amplifiye edilen PZR fragmenti ve
pPQE30mCherry vektorii Kpnl ve Sall enzimleri ile kesim reaksiyonuna almmuistir. Enzim

kesimi sonuglar1 %1.2’lik agaroz jelde gosterilmistir (Sekil 4.8.).

800 b¢ E— g;—

Sekil 4.8. PZR fragmenti ve 6XHis-tag ekspresyon vektoriiniin Kpnl ve Sall kesim
sonuglarinin % 1.2°1lik agaroz jelde goriintiisii. 1: Markir (Fermentas #SM0383)2: PZR
fragmenti kontrol 3: PZR fragmenti restriksiyon enzim kesimi sonrasi 4: Restriksiyon
enzim reaksiyonuna girmemis yabanil pQE30mCherry vektori
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Restriksiyon enzim kesimi sonrasi Lig7 PZR {iriini Sekil 4.9°da gosterilmistir.
Restriksiyon enzim kesimi sonrasi pQE30mCherry vektori pQE30mCherry vektorii ve
lig7 rekombinant antikoru geni Sall enzimi ile kesim reaksiyonu sonunda alkol
coktiirmesiyle saflastirilmislardir. Saflastirilan bu 6rneklerin ODyg degerleri nanodropta
Olgtilmiistiir. Ayrica Orneklerin protein kontaminasyonunu gdsteren 260/280 orani ve
organik kimyasal kontaminasyonunu gosteren 260/230 orani degerleri asagidaki tabloda

belirtilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Orneklerin kesim reaksiyonu sonras1 nanodrop 6l¢iim degerleri

Ornekler 260/280 260/230 | Miktar(ng/nl)
E30
pQ 1.55 1.17 16.1
mCherry kesim
Lig7 Kpnl
SR 0.60 0.23 4.2
Sall kesim
Kpnl kesim bolgesi Sall kesim bolgesi
5' C oossssesee— G 3'

Sekil 4.9. Restriksiyon kesimi sonrasi lig7 PZR {iriinii

4.6. Molekiiler Klonlama (Ligasyon ) ve Transformasyon Sonucu Transforme Olmus
Bakterilerin Se¢cimi

Kpnl ve Sall enzimleriyle kesilen pQE30mCherry vektorii ile FLig7Kpnl ve
RLig7Sall primer ¢ifti kullanilarak amplifiye olmus PZR fragmenti, T4 DNA ligaz

enzimiyle ligasyon reaksiyonuna girmistir.

T4 DNA Ligaz T4 D']'/A Ligaz
GGTAC c _____  GTCGAC 3"
T4 DNA Ligaz T4 DNA Ligaz

Sekil 4.10. pQE30mCherrylig7 olusumu i¢in molekiiler klonlama stratejisi
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Ligasyon {irtinii £.Coli IM109 bakteri hiicrelerine transforme edilmistir ve pembe

renkte koloniler gorilmistiir (Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. Transformasyon sonrasi elde edilen bakteri kolonilerinin goriiniimii.

4.7. Lig7 geninin pQE30mCherry vektoriine klonlandiginin dogrulanmasi
4.7.1. Koloni PZR

Transformasyondan sonra elde edilen pozitif koloniler arasindan segilen 5 tane
koloniye koloni PZR c¢alismasi yapilmistir. %1.2°lik agaroz jelde lig7 kodlayan genin

vektor igine insersiyonu goriilmistiir. (Sekil 4.12)

M12 3 4 56 7 8 9 10

1500bg ——

800 bg —_—
700 bg B —

Sekil 4.12. FKpnl ve RSall primerleri ile pQE30 vektor primerleri on ve ters vektor
primerleri ile koloni PZR agaroz jel goriintiisii; M, DNA molekiiler agirlik markiril, 2,
3,4,pQE30 mCherry lig7 rekombinant antikoru igermeyen koloniler 5,6 pQE30 mCherry
lig7 iceren 1. kolonin sirasiyla spesifik olarak dizayn edilmis lig7 primerleri ve pQE30
vektor primerleriyle yapilan PZR sonucu. 7,8, pQE30mCherry lig7 igeren 2. koloninin
sirastyla spesifik olarak dizayn edilmis lig7 primerleri ve pQE30 vektor primerleriyle
yapilan PZR sonucu. 9,10, pQE30 mCherry lig7 iceren 3. koloninin sirasiyla spesifik
olarak dizayn edilmis lig7 primerleri ve pQE30 vektor primerleriyle yapilan PZR sonucu
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4.7.2. Koloni PZR ve Geriye Doniik Restriksiyon Enzim Kesimi ile Molekiiler
Klonlamanin Dogrulanmasi

Koloni PZR sonuglar1 ile dogruladigimiz lig7 genini igeren 3,4,5 numarali bakteri
kolonileri ampisilin iceren LB sivi besi ortaminda gece boyu biyiitiilmiistiir. Bu sivi
kiiltlirden plazmit izolasyonu yapilmistir. Her {ic kolonide elde edilen plazmit DNA
molekiiler klonlama 6ncesi yapilan restriksiyon enzim kesimi reaksiyonuna alimmistir. Bu
¢ koloninin ilk olarak Sall enzim kesimi yapilmistir. Sonu¢ %1.2°lik agaroz jelde

gosterilmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. 3.4.5 numaral1 bakteri kolonilerine ait plazmit DNA’nin Sall kesim sonucu

1. pQE30mCherry plazmidi,2. 3 no’lu plazmit DNA’sinin Sall restriksiyon enzimi ile
kesimi, 3. 4 no’lu plazmit DNA’smin Sall restriksiyon enzimi ile kesimi, 4. 5 no’lu plazmit
DNA’smin Sall restriksiyon enzimi ile kesimi

Ug pozitif bakteri koloni plazmit DNA’s1 Sall restriksiyon enzimi ile kesim
reaksiyonundan sonra Kpnl restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonuna alinmistir. Enzim

kesimi sonuglar1 %1.2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir. (Sekil 4.14)

vy 1 2 3

—3 PQAQE30MCherry

—> Lig7{insert)

Sekil 4.14. Molekiiler klonlama dogrulanmas1 amaciyla ii¢ pozitif koloniye ait plazmit
DNA’nmn iki restriksiyon enzim ile kesimi sonucu: M :(Fermentas #S0403),1: 3 no’lu
plazmit DNA Sall ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu,2: 4 no’lu plazmit DNA
Sall ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu,3: 5. Koloni Sall ve Kpnl restriksiyon
enzimleri ile kesim sonucu

Koloni PZR ve molekiiler klonlama oOncesi reaksiyona aldigimiz restriksiyon
enzimleriyle kesim sonuclarinda elde ettigimiz fragmentler molekiiler klonlamay1

dogrulayan ilk sonuglari gostermis. Bu sonuglar dogrultusunda DNA dizi analizine

gidilmistir.

52



4.8. DNA Dizi Analizi Bulgulan

4.8.1. Gelistirilmek istenilen fiizyon proteine ait beklenen aminoasit dizilimi ve DNA
sekansi.

Sekil 4.15.”te mCherry’ye ait aminoasit dizisi kirmizi, lig7 scFv’ye ait aminoasitler dizisi
mavi, pQE30 plazmitine ait aminoasit dizisi yesil ile gosterilmistir

M R G S H H H H H H ¢ 5 MIVISTKIGIETETD

1 atgagaggatcgcatcaccatcaccatcacggatccatggtgagcaagggcgaggaggat 60

6l aacatggccatcatcaaggagttcatgcgcttcaaggtgcacatggagggctccgtgaac 120
121 ggccacgagttcgagatcgagggcgagggcgagggccgeccctacgagggcacccagace 180

181 gccaagctgaaggtgaccaagggtggccccctgcecccttegectgggacatectgteccect 240

Q FMYGS KAYVEKHPADTITPDYL

241 cagttcatgtacggctccaaggcctacgtgaagcacccecgeccgacatccccgactacttg 300
K L s FPEGTPFZ KTWETRVYVMNTFETDGG

301 aagctgtccttceccecgagggecttcaagtgggagegecgtgatgaacttcgaggacggecgge 360
Vv TVTOQDSSULOQDGETFTIYZKVEK

361 gtggtgaccgtgacccaggactcctcecctgcaggacggcecgagttcatctacaaggtgaag 420
LRGTNTFZP?PSDGEP?VMOQEKEKTHMGHW

421 ctgcgcggcaccaacttcceccteccgacggeccecgtaatgcagaagaagaccatgggectgg 480
EASSERMYPEDGA ALZEKSGETIKDO

481 gaggcctcctccgagecggatgtaccccgaggacggcgeccctgaagggcgagatcaagcag 540
R L KL KDGGHYDAEVZEKTTYKRA

541 aggctgaagctgaaggacggcggccactacgacgctgaggtcaagaccacctacaaggece 600
K K PV QZLPGAYNVDNTIEKTLTDTITS

601 aagaagcccgtgcagctgcccggecgectacaacgtcaacatcaagttggacatcacctece 660
HNEDJYTTIVESOQYZER®AESGTRHST

661 cacaacgaggactacaccatcgtggaacagtacgaacgcgccgagggccgccactccace 720
CHNCHN DIEENR = . ¢ T M 2 0 V O L Q E

721 ggcggcatggacgagctgtacaaggagctcggtaccatggcccaggtgcagectgcaggag 780
S G GA LV KZPGGSTLZ KTLSZC®ARASG

781 tcagggggagccttagtgaagcctggagggtceccctgaaactctecctgtgcagectctgga 840
F TFSNJYAMSWVROTTPETZ KT RTILE

841 ttcactttcagtaactatgccatgtcttgggttcgccagactccagagaagaggctggag 900
W v aAAINNNGSGSTYYZP?PDTV KD

901 tgggtcgcagccattaataataatggtggtagtacctactatccagacactgtgaaggac 960
R FTISRDNVEKNTTLYZILOQMRSTL

961 cgattcaccatctccagagacaatgtcaagaacaccctatatctgcaaatgaggagtctg 1020
R S EDT® AV YYCVROQWSWADYUW

1021 aggtctgaggacacagccgtgtattattgtgtaagacagtggagctgggctgactactgg 1080
G0 GTTVTVSSGGGGS GG G G S

1081 ggccaaggcaccacggtcaccgtctcctcaggtggaggecggttcaggeggaggtggetet 1140
G GGGsSsDIELTOSZPASTLSUV SV

1141 ggcggtggcggatcggacatcgagctcactcagtctccagectceccecctatectgtetectgtg 1200
GETVTITCR®ASETNTITTFRSTLAW

1201 ggagagactgtcaccatcacatgtcgagcaagtgaaaatattttccgtagtttagcatgg 1260
Y 00 KQGKSPOQLLVYDATHNTLA

1261 tatcagcagaaacagggaaaatctcctcaactcctggtctacgatgcaacaaacttagca 1320
D GVSSsSRTFSGSGSGTOoF S L KI

1321 gatggtgtgtcatcaaggttcagtggcagtggatcaggcacacagttttccctcaagate 1380
HSLOQSGDTFGTYYCOQHTFWGTTP

1381 cacagcctgcagtctggagattttgggacttattactgtcaacatttttggggtactccg 1440
w T F GGGTEKILETLEKRVWVDILOOEPS

1441 tggacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgggtcgacctgcagcagccaage 1500
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1501 ttaattagctg 1511

Sekil 4.15. Calismamiz sonucunda gelistirilmek istenilen flizyon proteinine ait beklenen
aminoasit dizilimi ve gen sekansi

4.8.2. Beklenen mCherry-Lig7 DNA sekansinin, Elde Edilen DNA Dizi analizi
sonucuyla karsilastiriimasi

mCherrylig7°’nin  beklenen sekansi ile klon sekansmmm karsilastirilmas: asagida
karsilagtirilmistir (Sekil 4.16)

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig ATGAGAGGATCGCA
mcherry 1lig7 sekanslama
ATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACGGATCCATGAGAGGATCGCA

kA AkRk A Ak AKXk A KkKh Kk

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
TCACCATCACCATCACGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACA
mcherry 1ig7 sekanslama
TCACCATCACCATCACGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACA

KAKA KA A KA A I A RN A A A A A I A A A AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR AR K A

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
TGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCC
mcherry 1ig7 sekanslama
TGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCC

KAKA KA A KA A KA A R A A A A A A I A A I AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
GTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTA
mcherry 1ig7 sekanslama
GTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTA

KAKA KA A KA A I AR AR A A A A I A A A AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A A KA, K A

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
CGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGL
mcherry 1ig7 sekanslama
CGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGL

KAKA KA A KA A KA A R A A A A A I A A I AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A, K K

mCherry-kpnsallkesimyeri-1lig
CCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCC
mcherry 1ig7 sekanslama
CCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCC

KA A KA A KA AR A R A A A A I A A I A A A AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A A KA K

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
TACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCC
mcherry 1ig7 sekanslama
TACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCC

KAKA KA A KR AR KA A R A A I A A A A I A A I AR A AR A AR AR I AR AR A AR A AR A, K A
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mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
CGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGG
mcherry 1ig7 sekanslama
CGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGG

KAKAKKAA KA A KA A KA R A A I A AR A A A A I AR A AR A A AR A AR A AR AR KA kK kK

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
TGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTACAAG
mcherry 1ig7 sekanslama
TGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTACAAG

KAKA KA A KA A KA A R A A A A A I A A A AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-1lig
GTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAA
mcherry 1lig7 sekanslama
GTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAA

KAKA KA A KA A KA A AR A A I A A I A A A AR A AR A A I AR I AR AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
GAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACG
mcherry 1ig7 sekanslama
GAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACG

KAKA KA A KA A KA A RN A A A A A I A A I AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A, KK

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
GCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGC
mcherry 1ig7 sekanslama
GCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGC

KAKA KA A KR AR KA A R A A A A A A I A A A AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
CACTACGACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCA
mcherry 1lig7 sekanslama
CACTACGACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCA

KAKA KA A KA A KA A R A A A A A A I A A I AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
GCTGCCCGGCGCCTACAACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACA
mcherry 1lig7 sekanslama
GCTGCCCGGCGCCTACAACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACA

KAKA KA A KA AR AR AR A A I A A I A A A AR A AR A A I AR I AR AR A AR A A KA, K A

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
ACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCAC
mcherry 1lig7 sekanslama
ACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCAC

KAKA KA A KA A I A RN A A A A A I A A A AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR AR K A

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
TCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGAGCTCGGTACCATGGCCCA
mcherry 1lig7 sekanslama
TCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGAGCTCGGTACCATGGCCCA

KAKA KA A KA AR A RN A IR A A I A A I A A I AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
GGTGCAGCTGCAGGAGTCAGGGGGAGCCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCC
mcherry 1lig7 sekanslama
GGTGCAGCTGCAGGAGTCAGGGGGAGCCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCC

KAKAKRKAA KA A KA A A A AR A AR A AR A AR A A A A AR A AA I A AR A AR A AR AR KAk
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mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
TGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATG
mcherry 1ig7 sekanslama
TGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATG

KAKA KA A KA A KA AR A AR A A A A I A A A AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR A, K A

mCherry-kpnsallkesimyeri-1lig
TCTTGGGTTCGCCAGACTCCAGAGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAGCCAT
mcherry 1ig7 sekanslama
TCTTGGGTTCGCCAGACTCCAGAGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAGCCAT

KAKA KA A KA A KA A R A A A A A I A A A AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-1lig
TAATAATAATGGTGGTAGTACCTACTATCCAGACACTGTGAAGGACCGAT
mcherry 1lig7 sekanslama
TAATAATAATGGTGGTAGTACCTACTATCCAGACACTGTGAAGGACCGAT

KAKA KA A KA A KA A AR A A I A A I A A A AR A AR A A I AR I AR AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
TCACCATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATATCTGCAAATGAGG
mcherry 1ig7 sekanslama
TCACCATCTCCAGAGACAATGTCAAGAACACCCTATATCTGCAAATGAGG

KAKA KA A KA A KA A RN A A A A A I A A I AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A, KK

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
AGTCTGAGGTCTGAGGACACAGCCGTGTATTATTGTGTAAGACAGTGGAG
mcherry 1ig7 sekanslama
AGTCTGAGGTCTGAGGACACAGCCGTGTATTATTGTGTAAGACAGTGGAG

KAKA KA A KA AR A R AR A A I A A I A A A AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A, KK

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
CTGGGCTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTG
mcherry 1ig7 sekanslama
CTGGGCTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTG

KAKA KA A KA A KA A R A A A A A A I A A I AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
GAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGGACATCGAG
mcherry 1lig7 sekanslama
GAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGGACATCGAG

KAKA KA A KA AR AR AR A A I A A I A A A AR A AR A A I AR I AR AR A AR A A KA, K A

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
CTCACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGTCTCTGTGGGAGAGACTGTCAC
mcherry 1lig7 sekanslama
CTCACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGTCTCTGTGGGAGAGACTGTCAC

KAKAKRKAA KA A KA R A AR AR I AR I AR A A I A A A A A A I AR I AR A AR A AR KKK

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
CATCACATGTCGAGCAAGTGAAAATATTTTCCGTAGTTTAGCATGGTATC
mcherry 1lig7 sekanslama
CATCACATGTCGAGCAAGTGAAAATATTTTCCGTAGTTTAGCATGGTATC

KAKA KA A KA AR A RN A IR A A I A A I A A I AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
AGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCAACTCCTGGTCTACGATGCAACAAAC
mcherry 1lig7 sekanslama
AGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCAACTCCTGGTCTACGATGCAACAAAC

KAKA KA A KA A A R A A A A A A I A A A AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR A, KA

56



mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
TTAGCAGATGGTGTGTCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACA
mcherry 1ig7 sekanslama
TTAGCAGATGGTGTGTCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACA

KAKA KA A KA A KA RN A A A A A I A A A AR A AR A A I AR I AR A AR A AR A AR A, KA

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
GTTTTCCCTCAAGATCCACAGCCTGCAGTCTGGAGATTTTGGGACTTATT
mcherry 1ig7 sekanslama
GTTTTCCCTCAAGATCCACAGCCTGCAGTCTGGAGATTTTGGGACTTATT

KAKA KA A KA AR AR AR A A I A A I A A A AR A AR A A I AR I AR AR A AR A A KA, K A

mCherry-kpnsallkesimyeri-lig
ACTGTCAACATTTTTGGGGTACTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAG
mcherry 1lig7 sekanslama
ACTGTCAACATTTTTGGGGTACTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAG

KAKA KA A KA AR A R A A A A A A I A A I AR A AR A AR AR I AR I AR A AR A AR A, KA

CTGGAAATCAAACGGGTCGACTCTGCAGCAGCCAAGCTTAATTAGCTG
mcherry 1ig7 sekanslama
CTGGAAATCAAACGGGTCGACTCTG=====—====——=—————————————

KA AR A kI Ak hkAhkhkAk kA Ak A hk Ak h ik

Sekil 4.16. mCherrylig7’nin beklenen sekansi ile klon sekansimin karsilastirilmasi

4.9. mCherry-Lig7 Geninin E.Coli JM109 Hiicrelerinde Ekspresyonu

Bu ¢alismada mCherryLig7 geninin ekspresyonu i¢in E.coli JM109 hiicreleri
kullanilmistir. IPTG varliginda rekombinant mCherryLig7 rekombinant antikorunun
ekspresyonu E.coli JIM109 hiicrelerinde indiiklenmistir.

Kontrol olarak JM109 hiicrelerine lig7 igermeyen pQE30-mCherry plazmiti

transforme edilmistir. Sekil 4.17°de IPTG ile indiiksiyon sonrasi besiyerleri goriilmektedir.

1. 2z

Sekil 4.17. IPTG ile indiiksiyon sonra besiyerlerinin goriiniimii

Sekil 4.17. 1 numarah falkon: IPTG ile gece boyu indiksiyon sonrast pQE-
30mCherrylig7 plazmitini iceren E.coli JM109  kiiltiiriiniin besiyeri goriiniimii., 2
numarah falkon: IPTG ile gece boyu indiiksiyon sonrast pQE-30mCherry plazmitini
iceren E.coli IM109 kiiltiirtiniin besiyeri goriinimii.

IPTG ile indiklenmis bakteri hiicreleri lizis Oncesi santrifiij edilmistir, bakteri

pelletinin rengi (mCherry) goze carpmaktadir (Sekil 4.18.)
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Sekil 4.18. IPTG ile indiiksiyon sonrasi bakteri pelletlerinin goriiniimii

1 numarah falkon: IPTG ile gece boyu indiiklenen pQE-30mCherrylig7 iceren E.coli

JIM109 kiiltiiriiniin santrifiij sonras1 goriiniimii, 2 numarah falkon: IPTG ile gece boyu

indiiklenen pQE-30mCherry iceren E.coli IM109 kiiltliriiniin santrifiij sonras1 goriiniimii
Rekombinant proteini, protein saflastrma ve SDS PAGE ile goriintiileme

calismalari i¢in indiiksiyondan sonra sonikasyonla lizis islemi yapilmistir (Sekil 4.19)

Rekombinant

Kontrol bakteri = »
o geni tasiyan
kiltiirt TN *’ bakteri kiltiiri

lizatifmCherry) lizati(CherryLig7)

Sekil 4.19. Sonikasyon ile lizis sonrasi lizat goriintiisii

4.10. Ni-Affinite Kolon Kromotografisi

pQE-30mCherryLig7 rekombinant molekiilii C-terminal ucunda 6 histidin rezidii
icerdigi icin N1 Affinite kolon kromotografisi ile saflagtirilmistir. mCherry-lig7 (floresan
isaretli rekombinant antikor),  pQE30mCherry vektorinii tasiyan E.Coli JM109
hiicrelerinde izole edilmistir. Baslangigta 50 ml sivi bakteri kiiltiirti IPTG ile indiiklendi.
Indiiksiyona baslamadan hemen once T, 4 saat sonra T, adiyla SDS-PAGE jeline
yiiklemek icin alikotlar hazirlanmistir. Ni-afinite kolon sonrast mCherry ve mCherry-lig7
proteinlerinin eliisyon sonuglarina SDS-PAGE ile bakildi (Sekil 4.20,4.22,4.24).
Saflagtirilmis proteinler Sekil 4.21,4.23,4.25°da gosterilmistir.
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250 kDa
130 kDA
100 kDa

70 kDa

55 kDa

35 kDa

25 kDa

10 kDa

Sekil 4.20. pQE30mCherry ekspresyon ¢alismasi sonuglar
M, Markr (ThermoScientific#26619),1.pQE30mCherryTy,  2.pQE30mCherryTs,

3.Besiyeri,4.Lizis, 5.Kolona baglanmayan, 6.Yikama sonrasi, 7. Saflagtirilmis
pQE30mCherry

M 12345 6 7 8
250 kDa
130 kba —>
100 kbDa—>
70 kDa —>

55 kDa —

25 kDa N

15 kDa —>

Sekil 4.21. pQE30 mCherry
M,Markir(Thermo Scientific #26619) 1.mCherryT2. T43.Besiyeri.,4. Lizis,5., Kolona
baglanmayan.,6.,Y1kama sonrasi. 7.,Saf mCherry 8.Pellet.
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250 kDa
130 kDA
100 kDa

70 kDa

55 kDa

35 kDa

25 kDa

10 kDa

Sekil 4.22. pQE30mCherry-Lig7 ekspresyon ¢alismasi sonuglari
M,Markir(Thermo Scientific #26619),1. mCherryLig7 To2.mCherryLig7
T,43.Besiyeri,4.Lizis,5.Kolona  baglanmayan,6.Yikama sonrasi, 7.  Saflastirimisg

mCherryLig7

A% 1 2 3 4 =3 o 7 a2
250 ks i g =

130 kDa ——> T ' :
9902 _ il ]
S5kDa . Sy p——— L

35 kDa > » 3 2
'}.Sk[ba« R

15 kD —». - -

—— —_—
v ——

Sekil 4.23. pQE30mCherry —Lig7
M,Markir(Thermo Scientific #26619) 1.mCherryLig7T,, 2. T4 3.Besiyeri., 4. Lizis, 5.,
Kolona baglanmayan.,6.,Y1kama sonras1.7.,Saf mCherry-Lig7.8.Pellet.
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250 kDa

130 kDa
100 kDa

70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

Sekil 4.24. Saflastirilmis pQE30mCherry ve Pqe30mCherryLig7
M,Markir(Thermo Scientific #26619), 1. Saf pQE30mCherry,2.Saf mCherryLig7 Ty,
3.Lig7 (Kontrol 1),4.Lig7 (Kontrol 2),5. Markir(Thermo Scientific #26619)

M 1 2 3 4 M
100 kDa e - sy 5
70 kDa — > e —
— - -
55 kDa p—
ey
35 kDa —_
25 kDa — | aay ——

Sekil 4.25. pQE30mCherry ve pQE30mCherry-Lig7
M,Markir (Thermo Scientific #26619),1.pQE30mCherry,2.pQE30mCherrylig7
3,lig7kontrol1,4.1ig7 kontrol2, M. Markir (Thermo Scientific #26619)

4.11. ELISA Sonuclar

mCherry ve BSA’nin ODy4os ELISA degerlerine gore lig7mCherry HBsAg’ye zayif
bir baglanma gostermistir. Ek olarak direk lig7 1/5 seyreltilip kullanildigindan dolay1
baglanmanin ¢ok yiikksek olmadigi ( OD4os: 0.250) goriilmiistiir (Sekil 4.27).
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0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

Pozitif Kontrol

mCherry: mCherry lig7

B Seril

Sekil 4.26. ELISA sonuglar1 (ODsos )
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5.TARTISMA

Biyoteknoloji ve proteomiks alaninda tam1 ve protein-protein etkilesimi gibi
uygulamalar i¢in genetik olarak kodlanan floresan antikorlara gereksinim duyulmaktadir.
Hepatit B tanisma yonelik floresan ELISA sisteminde kullanilabilecek floresan isaretli
antikor gelistirmek amaciyla anti-HBsAg scFv (single chain variable fragment ) mCherry
kirmiz1 floresan genini iceren pQE30 plazmitine klonlanmistir. Diger kirmizi floresan
proteinlere gore yiiksek fotostabilite ve parlaklik gosteren mCherry floresan proteini, son
zamanlarda yapilan pek c¢ok calismada floresan belirte¢ olarak kullanilmaktadir.
Calismamizda floresan isaretli rekombinant antikor iiretimi i¢in bakteriyel ekspresyon
sistemi gelistirilmistir. Protein saflastirmalarma kolaylik saglamak amaciyla, kii¢iik boyu
sayesinde protein fonksiyonunu nadiren etkileyen, N terminal Histidin kuyrugu iceren
pQE30 wvektori kullanilmistir.  Calismamizda mCherry-lig7 flizyon proteininin
ekspresyonu i¢cin The QIAexpressionist™ kitinin onerdigi iizere pQE30 vektdriini

klonlama ve ekspresyon ¢alismalar1 i¢cin £.coli IM109 bakteri soyunu kullanilmistir

GFP veya DsRed floresan proteinleri bakteri sistemlerinde eksprese edilebilmektedir
(Griep, 1999, Schwalbach, 2000, Morino, 2001). Fakat bu proteinlerin bakteriyal
ekspresyonu zor olmaktadir. Bunun baglica nedenlerinden biri scFv yapilarindaki molekiil
ici distilfit baglaridir. scFv’lerin diizgiin bir sekilde katlanip fonksiyonel hale gelebilmeleri
icin scFv’ler yiikseltgen bir ¢evreye ihtiyag duymaktadirlar. Bu nedenle sitoplazma gibi
indirgeyici ortamlarda iiretilen scFv’lerin fonksiyonel olarak geri kazanimlar1 diisiik
olmaktadir. Fakat bakterilerin periplazmik bdlgeleri veya Okaryotik hiicrelerde ortamin
yiikseltgen olmasi nedeniyle scFv’ler diizgiin bir sekilde iiretilebilmektedirler (Frenken,
2000, Pluckthun 1989). Buna karsin floresan proteinler ise E.coli periplazmasinda degil de
sitozolde diizgiin bir sekilde katlanmaktadir (Feilmeier, 2000). Floresan proteinlerin ve
scFv’lerin dogru katlanmasi i¢in gerekli kosullarin farkli olmasindan dolayr bu flizyon
yapilari, E.coli’de, diisiik miktarlarda aktif olarak iiretilmistir (Casey, 2000). Peipp ve
arkadaslar1 yesil floresan proteinini GFP’yi ve kirmizi floresan protein DsRed ‘i scFv ile
birlestirmis ve bu flizyon proteinleri bocek ve memeli hiicrelerinde verimli bir sekilde
iireterek bu sorunu ¢ozmiislerdir (Peipp, 2004). Calismamizda fiizyon proteinin bakteri
hiicrelerinde eksprese edilmistir. ileriki calismalarda fiizyon proteini memeli hiicrelerinde
iireterek, daha fazla aktif protein elde edilmesi diisiiniilmektedir. Ancak, E.coli hiicresinde

fonksiyonel floresan protein-scFv flizyon yapilarmin iiretilmesi zor olsa da Olichon
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arkadaslar1 rekombinant antikorlarin dogru katlanmalar1 i¢in flizyon proteinlerini bir
saperon ile koeksprese etmislerdir (Olichon, 2007).

Schwalbach ve arkadaglar1 ise E.coli’den saperon kullanmadan yiiksek miktarda
fiizyon protein elde etmislerdir. Yaptiklar1 calismada flizyon proteinleri inkliizyon
badilerden denatiire edilerek saflastirilip daha sonra denatiire flizyon yapilarinin tekrardan
katlanmasmi saglayarak (refolding) fonksiyonel floresan scFv yapilari elde edilmistir. Bu
calisma sonunda elde edilen floresan rekombinant antikor ELISA caligmalarinda diisiik
baglanma gostermistir. Ileriki ¢alismalarda fiizyon proteinin farkl kosullarda *‘refolding’’
calismalar1 yapilmalidir.

Fakat refolding calismalar: ile aktif protein elde edilebilse de floresan proteinin
scFv’nin C-terminal veya N-terminal ucuna baglanmasi dahi flizyon proteinin katlanmasmi
etkilemektedir.  Fiizyon protein yapilar1 {lizerine, Sakamato ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir ¢alismada plumbagine kars1 scFv ile Aequorea coerulescens ‘den elde edilen
yesil floresan proteinin flizyon formu (AcGFP) olusturmus ve E. coli’de eksprese
etmiglerdir. Bu caligmada iki farkli floresan protein gelistirilmistir. Bunlarin ilkinde esnek
bir baglac araciligi ile ((Glys Ser),) AcGFP geni, scFv’nin N-terminal ucuna digerinde ise
scFv’nin C-terminal ucuna genetik flizyon ile baglanmistir (Oelschlaeger, 2002).

Bu iki floresan fiizyon yapmin antijene baglanma ve floresan 6zelligi FLISA ile
incelenmistir. Sakamato ve arkadaslar1 calismalarinin sonucunda scFv’nin C-terminal
ucunda bulunan GFP filizyon yapisinin, N-terminal fiizyon yapisina gore, antijene dort kat
daha giiclii baglandig1 ve floresan 1simanin on sekiz kat fazla oldugunu gostermislerdir.
Bizim calismamizda floresan protein, Lig7 scFv’nin C terminal ucu ile birlestirilmistir.
Ileriki galismalarda N terminal fiizyon yapist olusturulmasi igin ¢alisilarak daha yiiksek
ELISA degerleri beklenilmektedir (Sakamoto, 2010).

Sakamato ve arkadaslar1 fiizyon ¢alismalarinda proteinlerin katlanmasmin ve
konformasyonunun ayrica sterik etkinin fonksiyonel floresan bir rekombinant protein elde
edilmesi icin ne kadar 6nemli oldugu konusunda giizel bir 6rnek sunmuslardir (Sakamato,

2010).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda mCherry floresan genini igermekte olan pQE30 ekspresyon
vektoriine klonlanan ve E.coli JMI109 hiicrelerinde ekspresyonu saglanan floresan
rekombinant antikor fiizyon yapismi ELISA caligmalarinda diisiik baglanma gdstermestir.
Bunun nedeninin flizyon yapmin sterik etki nedeniyle, dogru katlanmamis olmasindan
kaynaklanma ihtimali bulunmaktadir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarda oncelikle farkli
kosullarda “refolding” ¢aligmalarmin yapilmasi gerekmektedir.

Bu calismalarin yetersiz kalmasi durumunda ise Lig7 ve mCherry arasina bir
bagla¢ yerlestirilmesi sterik etkiyi azaltip bu 1iki yapmin diizgiin katlanmasini
kolaylastirabilecektir. Ayrica mCherry’nin Lig7 scFv’sinin  C-terminal ucu ile

birlestirilmesi daha aktif bir fiizyon yapinin elde edilmesini saglayabilecektir.
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