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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

REKOMBINANT INSAN INTERFERON GAMA PEPTIDININ BAKTERI
EKSPRESYON SISTEMLERI KULLANARAK URETIMI

Pelin KOLCAK

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Evren Doruk ENGIN

Interferon gama (IFN-y), hiicre-ici bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi ve timor
kontrolunde dogustan ve kazanilmis bagisik yanitta oldukca etkili olan ayni zamanda
bagisik yaniti diizenleyici fonksiyonlart bulunan tip-2 interferon sinifinda yer alan
sitokindir. Bu sitokin agirlikli olarak bagisik yanit hiicreleri olan NK hiicreleri, T hiicreleri,
B hiicreleri ve makrofajlar iizerindeki diizenleyici etkisi ile bilinmektedir. Ozellikle IFN-y
pozitif geri bildirim mekanizmasiyla ThO hiicrelerinin Thl'e farklilasmasini destekleyerek
kendi saliimini artirmaktadir. Bu durum IFN-y nin bagisik yanit diizenleyici 6zelligi ile
kilit bir molekiil oldugunu gdstermektedir. IFN-y ile yapilan sayisiz klinik ¢aligmalarda
kanser, tiiberkiiloz, kronik graniillomatoz ve osteopetrosiz tedavisinde olduke¢a etkili bir

terapotik ajan oldugunu gostermistir.

Bu tez calismasinda, IFN-y nin terapdtik ajan olarak kullanimindaki olumlu etkileri goz
ontinde bulunduruldugunda bakteri {iretici sistemleri kullanilarak endiistrinin talep ettigi bu
ve benzeri rekombinant protein liretim siireglerinin iyilestirilmesi ve kaliteli rekombinant
peptid iiretimi hedeflenmistir. Bu amacla, iiretimi hedeflenen insan Interferon Gama
geninin tiim sekansini kodlayan vektorler olusturulmustur. Bu vektorler araciligla elimizde
bulunan prokaryotik iiretici sistem; Escherichia coli K12-JM109 ve BL21 (DE3) ile hedef

protein lretimi istatiksel deneysel yaklasim olan deney tasarim yontemleriyle kapsamli

il



calismalar yapilmis ve saflastirma yontemleri optimize edilmistir. Son olarak, prokaryotik
iiretici sistemden elde edilip saflagtirilan rekombinant insan IFN-y proteini etkinlik deneyi
amaciyla IFN-y ile muamele edilmis SH-SYSY insan noroblastom hiicre hatti kullanarak
siipernatantlardaki Clq diizeyleri sandvi¢ ELISA teknigi ile tayin edilmis ayn1 zamanda

MTT testi uygulanmistir.

2015, 140 sayfa
Anahtar Kkelimeler: interferon Gama, rekombinant protein iiretimi, bakteri ekspresyon

sistemleri.
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ABSTRACT

EXPRESSION OF RECOMBINANT HUMAN INTERFERON GAMMA IN
BACTERIAL EXPRESSION SYSTEMS

Pelin KOLCAK

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Evren Doruk ENGIN

Interferon-y (IFN-y) is the only member of type II class interferon with antimirobial,
immunoregulatory and anti-tumor activities during innate and adaptive immune response.
This cytokine has well known promoting effect on NK cells, T-cells, B-cells and
macrophages. IFN-y favor Thl differentiation from un differentiated ThO cells, which in

turn cause more IFN-y secretion in a positive feedback manner.

IFN-y has been shown to be a key immunoregulatory molecule. There are numerous
studies that IFN-y has been used in various clinical indications including cancer,
tuberculosis, hepatits, chronic granulomatous disease, osteopetrosis, scleroderma as an

effective theropeutic agent.

In this study, when considering IFN-y positive effects in the use as therapeutic agents we
aim to improve recombinant protein production processes and produce quality recombinant
protein demanded in the bio-tech/pharmaceutical industry by the use of bacterial
expression systems. For this purpose, we design and construct an expression plasmid
encoding full coding sequence of IFN-y and optimize the expression and purification
conditions. In order to determine optimized protein production in Escherichia coli K12-
JM109 and BL21 (DE3) as a prokaryotic expression system and purification techniques the

experimental design techniques are applied.



We conduct activity assay in IFN-y treated SH-SYS5Y human neuroblast cell line. After
collecting culture supernatant, Clq level is measured by using sandwich ELISA (also
called direct ELISA). Also MTT assay is used for the detection of healthy cells and the

measure of metabolic activity.

2015, 140 pages
Keywords: Interferon Gamma, recombinant protein production, bacterial expression

systems.
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1. GIRIS

Modern biyoteknoloji, bilisim teknolojileri ve nanoteknoloji ile birlikte, diinyada
temel ileri teknoloji alanlari igerisinde goriilen ve ekonomik ve sosyal yansimalarinin
cok dnemli boyutlara ulasacagi diisliniilen bir olgu olarak hayatimizda gitgide artan
bir yer tutarken, bu olgunun dogru anlasilmasi hatta dogru “yonetilmesi” her gecen
giin zaruri bir hale gelmektedir. Bununla birlikte giiniimiizde biyoteknolojinin saglik

sektoriinde genis bir yer kapsadig1 gercegi olduk¢a 6nemli bir olgu haline gelmistir.

Saglik teknolojileri ciddi bilgi ve yatirim gerektiren ve agir/kompleks regiilasyon
kisitlamalar1 olan alanlar oldugundan pazar hakimiyeti ¢ogunlukla biiyiik ve ¢ok
uluslu firmalarin tekelinde bulunmaktadir. Ozellikle Tiirkiye gibi gelismekte olan
tilkelerde terapotik protein pazarinin tamamiyle ithal {iriinlerden olusmasi ¢ok ciddi
bir maddi yiik olusturmaktadir. Ulkemizde rekombinant insan proteini iiretimi
konusundaki eksiklikler goz oniinde bulunduruldugunda rekombinant proteinlerin

iretim siire¢lerinin arastirilmasi ve gelistirilmesi zaruri hale gelmistir.

Saglik teknolojilerini de kapsayan modern biyoteknolojinin en 6nemli konularindan
birisi de proteinlerdir. Proteinler hemen hemen her alanda kullanildiklar1 i¢in baslica
Ooneme sahiptirler. Bu sebepten dolayr bu molekiillerin elde edilmesi ayr1 bir 6nem
tasimaktadir. Cogu protein dogal kaynaklardan saflagtirlmaya ve elde edilmeye
calisilmaktadir; ancak, bu yontemler ¢ogu zaman beklenilen verim vermemekte,
kullanilan yontem ise yaramamakta ve ¢alisana maliyet ve zaman kaybi olarak geri
donebilmektedir (1). Bu proteinlerin rekombinant sekilde iiretilmeleri, proteinlerin

dogal kaynaklardan elde edilmesine alternatif yol olarak gdsterilebilmektedir.

Rekombinant protein {iretiminde yirminci ylizyil, geleneksel biyoteknolojinin modern
biyoteknolojiye doniistiigii ozellikle tedavi edici ajan olarak kullanilan terapotik
proteinlerin rekombinant DNA teknolojisine dayali olarak bakteri ve maya gibi
tastyici hiicrelerde iiretilebildigi bir ylizyil olmustur. 1982 yilinda, ilk kez instilinin
tiretimi ile baslayan bu ila¢ pazarma daha sonra interferon-alfa, interferon-gama ve
eritropoietin gibi birgok terapdtik rekombinant protein katilmistir (2,3). Bunlarin

icinde Ozellikle interferon gama ve alfa gibi tipta tedavi amacl kullanilan proteinlerin



rekombinant olarak ¢ok miktarda ve ayni zamanda kaliteli iiretim asamalarun

optimizasyonu ¢ok biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

Ik kez 1954 yilinda Isaac ve Lindenmann tarafindan viral replikasyonu engelleyici
ajanlar olarak kesfedilen interferonlar giliniimiizde rekombinant protein iiretim
teknikleri yardimiyla antiproliferatif, antiviral ve bagisik yanit diizenleyici etkileri
sebebiyle tipta yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (4). Interferonlar, antiviral
aktiviteleri olan olanganiistii bir protein grubudur. Baglangicta salgilandiklar1 hiicre
tipine gore siniflandirilan bu protein grubu daha sonra sekans homolojileri ve reseptor
ozgilliikleri dikkate alindiginda tip 1 alfa/beta (a/B) ve tip 2 gama (y) olaral
simiflandirilmaktadir. Yillar boyunca yapilan calismalarda interferonlarin antiviral
etkilerine ek olarak hiicre farklilagmasinin indiiklenmesi, bazi hiicre tiplerindeki
proliferasyonun inhibisyonu, anjiyogenezin Onlenmesi ve bagisik sistemini
diizenleyici fonksiyonlarinin varligi gosterilmistir. Bu etkiler igerisinde MHC-I ve
MHC-II molekiillerinin ekspresyon diizeylerindeki artiglar ve dogal dldiiriicii
hiicrelerin aktivitelerinin ¢ogaltilmast bulunmaktadir. Ekspresyon diizeyi artmisg
MHC-I molekiilleri sitotoksik T lenfositlerinde dahil oldugu CD8+ hiicrelerine antijen
sunumunu artirmaktadir. Bu artirilmis antijen sunumu sitotoksik T lenfositlerini
indiikleyen antijen sunucu hiicreleri daha etkili kilmakla kalmaz ayni zamanda
antijenleri sitotoksik T lenfositler i¢cin daha iyi bir hedef haline getirir. Bu etkilere
sahip olan tip-2 sinifina ait insan interferon gama, 12. kromozomun uzun (q) kolunda
lokalize olan 19.3 kDa biiyiikliigiinde glikoproteinlerin en biiyilik sinifi icerisinde yer
olan bir sitokindir. Bu proteinin agirlikli olarak dogal bagisik yanitin bir parcasi olan
CD4+ Tip-1 yardimecr T (Thl) lenfositler ve CD8+ sitotoksik T (CTL) lenfositler
tarafindan {iretildigi bilinmektedir. IFN-y makrofaj ve dendtritik hiicreler gibi antijen
sunucu hiicre tiplerinde MHC-II molekiillerinin ekspresyonunu artirir. Hiicreler bu

sekilde antijenleri yardimci T lenfositlere daha etkili bir sekilde sunarlar (5,6).

IFN-y ile yapilan klinik ¢aligmalarda kronik graniilomatdz hastaliklarda TFN-y'nin
tedavi edici bir ajan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayn1 zamanda IFN-y'nin
osteopetrozis tedavisinde oldukga etkili bir terapodtik ajan oldugu bilinmektedir. Bu

amagla IFN-y proteininin rekombinant olarak {iretim siireclerinin gelistirilmesi,



endiistrinin talep ettigi bu ve benzeri ila¢ olarak kullanilabilecek fonksiyonel
peptitlerin {iretim siireclerinin iyilestirilmesinde ve yeterli miktarda kaliteli peptit

uretimine katkisi olacaktir.

Hiicre-i¢i bakteriyel ve viral enfeksiyonlarda ve tiimor kontrolunde dogustan ve
kazanilmis bagisiklik sisteminde kritik rol oynadigi goriilen insan interferon gama
(hIFN-y) veya tip-2 interferonun rekombinant DNA teknoloji yontemiyle saf ve bol
miktarda iiretilebilmektedir (7). Bu amagla bu tez c¢alismasinda iiretimi hedeflenen
IFN-y proteinini kodlayan gen izole edilmis ve uygun ekpresyon vektorlerine
klonlanmistir. Aktif rekombinant insan interferon gama proteini liretimi amaciyla bu
proteini kodlayan genin klonlandig1 vektor, prokaryotik ekspresyon sistemi olan;
Escherichia coli K12-JM109 ve BL21 (DE3) susunda iiretimi gergeklestirmesi ve
artirmast amaciyla tasarlanmistir. Bu nedenle bu caligmanin insan rekombinant

interferon gama iiretimine farkl bir yaklasim getirecegi diisiiniilmektedir.

Ulkemizde rekombinant insan proteini iiretimi konusundaki c¢alismalarin azhig
diisiiniildiigiinde rekombinant insan IFN-y iiretimi biiyiilk 6nem arz etmektedir. Ilac
olarak kullanilabilecek fonksiyonel rekombinant insan interferon gama prototip
calismalariyla elde edilen teknolojik birikim ve deneyim sayesinde bu ve benzeri
terapOtik rekombinant proteinlerin bakteri {iretici sistemleri kullanarak biiyiik
miktarlarda ve ucuz olarak {retilip maliyetleri azalatmak hedeflenmektedir.
Dolayisiyla bu tez calismasiyla elde edilecek veriler, ilag olarak kullanilabilecek
fonksiyonel peptitlerin liretim siireglerinin iyilestirilmesinde ve kisa zamanda yeterli

miktarda kaliteli insan peptit liretiminde aydinlatici olacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. interferon Sitokin Ailesi

Interferonlar, timér nekrozis faktdr (TNF), kemokinler, transforme edici faktor (TGF)
ve koloni stimiile edici faktoriin (CSF) yer aldig1 6 temel sitokin ailesinden biridir
(8,9). Sitokinler, bagisiklik sisteminin diizenleyici ayni zamanda enfeksiyonlara karsi
dogustan ve sonradan kazanilmig bagisik yaniti yonetebilen kiigiik ¢Oziintir
proteinleridir. Bu kiiciik mesaj iletici molekiiller dogustan kazanilmis bagisik yanit
hiicresi olan makrofajlardan sonradan kazanilmis bagisik yanitin bir parcast olan

lenfositlere kadar birgok farkli hiicre tipinden {iretilebilirler.

1957 yilinda Isaac ve Lindemann (10) tarafindan ilk kez kesfedilen interferonlar,
omurgali canlilarda biyolojik cevabin diizenlenmesi amaciyla iiretilen glikoprotein
yapisindaki sitokinlerdir. Gliniimiizde rekombinant olarak {iretimi gergeklestirilen
interferonlar tipta 6zellikle antiviral ve bagisik yanit diizenleyici etkileri sebebiyle
kullanilmaktadir. Bagisik yanitta anahtar bir role sahip olan interferonlar sekans
homolojileri ve 6zgiil reseptorlerine gore tip-1 alfa-beta (a—f) ve tip-2 gama (y) olarak
iki sinifa ayrilmaktadir. Tip-1 sinifinda bulunan interferonlar protein yapisinda olup
interferon alfa (INF-a) ve interferon beta (IFN-B)'dan olusmaktadir. Bu simiftaki
proteinler daha cok antiviral etkileri ile bilinmektedir. Tip-2 smifinda ise interferon
gama (IFN-y) adinda tek bir tiyesi bulunmaktadir. IFN-y antiviral ve timor olusumuna
kars1 etkileri disinda daha ¢ok bagisik yanit diizenleyici etkileri ile bilinmektedir. Bu
sebepten tip-2 interferonlar immiin diizenleyici reaksiyonlarda daha etkili sekilde

bulunmaktadirlar (8,11,12).
2.1.1. interferon gama gen yapis1 ve lokalizasyonu

Tip-2 interferon olarak bilinen IFN-y tek kopya sayili geni insanda kromozom 12,
farede kromozom 10'da yerlesim gostermektedir (5). Dort ekzon ve {i¢ introndan
olusan olduk¢a korunmus IFN-y gen yapist ilk kez Gray ve Goeddel tarafindan
bulunmustur (13) . Insan, fare gibi birgok canlidan klonlanan IFN-y ¢cDNA's1 veya
genomik DNA yaklasik 1.2 kb uzunlugundadir. Insan IFN-y proteini 23 amino asitilik



hidrofobik sinyal sekans1 olmak {lizere 166 amino asitten olusmaktadir (5,14). Yapisal
formu globiiler olan homodimer IFN-y proteini ylizeyde yerlesim gosteren Asn-25 ve
Asn-97 bolgelerinde N-bagli glikan zincirleri igermektedir. IFN-y Asn-25 bolgesinden
glikozillenmesi proteinin proteaz direnci {iizerinde oldukca etkilidir. Yapilan
calismalarda glikozillenmeyen IFN-y (Escherichia coli) proteinin yart Omriini
etkileyen graniilosit proteaz, elastaz, katapsin-G ve plazmin yikimina kars1 hassasiyet
gostermesi disinda rekombinant proteinin atasal proteine gore fonksiyonel olarak

farklilik gostermedigi goriilmiistiir (14).
2.1.2. Interferon gama reseptor sistemi ve sinyal iletim mekanizmasi

Viral ve mikrobik enfeksiyonlara cevap olarak 12. kromozomdaki genler tarafindan
kodlanan IFN-y immiin diizenleyici reaksiyonlardaki etkileri hedef hiicrelerdeki 6zgiil
reseptorlerine baglanarak hedef genlerdeki transkripsiyon artis1 veya inhibe edilmesi
ile olmaktadir (15). Interferon ile uyarilmis bu hedef genler interferonlarin bagisik
yanittaki etkilerini diizenlerler. Hedef genlerin IFN ile uyarimi Janus ailesi kinazlar
(JAK) ve transkripsiyon sinyal iletici ve aktivatorleri (STAT=signal transducer and
activator) adinda iki protein ailesi ile olmaktadir. Bu iki protein ailesi interferon
reseptorleri araciligiyla aldiklari sinyali hiicre ¢ekirdegine tasiyarak hedef genlerin

transkripsiyonunda degisiklige yol agarlar.

Sinyal iletiminde Jak-Stat yolunu kullanan interferonlar 6zgiil reseptorlerine
baglandiginda tirozin kinazlarin aktiflesmesine sebep olurlar. Tirozin kinazlar Jak adi
verilen kinazlar ile etkileserek Jak' larin Stat proteinlerini fosfatlamasini saglarlar.
Fosfatlanarak aktivite olmus Stat proteinleri dimer yapisi olusturarak c¢ekirdege gider

ve hedef genlerde transkripsiyon degisikligine neden olurlar.

Interferonlarin  kendi 6zgiil yanitlarin1 olusturmalar1 hiicrelerdeki reseptorlerine
baglanmalar1 ile gerceklesmektedir. Tip-2 sinifina ait olan IFN-y diger interferonlar
gibi sinif-2 sitokin reseptdr ailesini kullanmaktadir. Interferonlar temelde ayni
reseptOr ailesini kullanmalarina ragmen simif-2 reseptorlerin bircok o6zel alt tipi

bulundugundan IFN-y i¢in farkl bir reseptor yapisi tanimlanmistir (15,6).



IFN-y islevsel reseptor kompleksi iki adet [IFNy-R1 (alfa zinciri) ve iki adet IFNy-R2
(beta zinciri) transmembran polipeptid zincirinden olugmaktadir. Reseptoriin aktivite
olabilmesi ve biyolojik yanit olusturabilmesi i¢in her iki zincirin (o/f) bir arada
bulunmasi gerekmektedir. Sinyal iletiminin temelini olusturan bu reseptdr yapisinin o
zinciri ligand1 baglarken B zinciri islevsel reseptor yapisinin olusmasini ve sinyal
iletilmesini saglar (15) . Ozgiil reseptoriine baglanan IFN-y sinyal iletimi i¢in diger

interferonlara gore farkli Jak-Stat molekiillerini kullanmaktadir.

Hiicre Zan Alktif Reseptir
Eompleksinin
Kurulmas:

JAK Aktivasyonu
ve STAT-1
Eenetlenme
Bilgesi Olusumu

STAT-1
Aktivasyonu ve
Homodimer
Olusumu

Altif STAT1
P
Homodimer

STAT-1
Fosforilasyonu,
Cekirdek
Translokasyonu ve

g Transkripsiyon
Cekirdek Baslatilmas1

Sekil 2.1. Interferon gama reseptdr yapist
IFN-y Jak-Stat yolunda genelde Jak2 molekiiliinii kullanmaktadir. Ancak yapilan

caligmalarda sinyal iletimi i¢in Jak2 aktivasyonun sart olmadigi gorilmiistiir (15,6).



IFN-y Jak ailesinin herhangi bir {iyesini de kinazlarla birlikte Stat molekiiliini
fosfatlamak i¢in kullanabilmektedir. Sekil 2.1'de gdsterildigi gibi IFN-y sinyal iletimi
amactyla reseptoriine baglandiginda reseptérde konformasyonel olarak degisiklik
meydana gelir. Bu degisiklik sonucunda aktif olmayan Jak2 molekiilii
otofosforilasyon sonucunda aktiflesir ve Jakl molekiiliiniin transforforilasyonunu
saglar. Aktivite olan Jak1 molekiilii bdylece her bir IFNy-R1 zincirindeki kritik tirozin
bolgelerini fosfatlar ve Statla molekiiliiniin reseptdrden ayrilmasina neden olur.
DNA'ya baglanan protein yapisindaki Statla molekiilleri homodimer yapisi
olusturarak cekirdege gider ve promotordaki IFN-y cevabini giiclendiren gama
aktiflesmis bolgeye (GAS= gamma activated sequence) baglanarak hedef genleri
cogunlukla interferon diizenleyici faktor 1 (IRF-1) gibi transkripsiyon faktorlerinin
trankripsiyonunu baskilar veya baglatir (16,17).

IFN-y ilk kesfinden bu yana rekombinant protein iiretim yollar1 kullanilarak tipta
yaygin sekilde iiretilmektedir. Ozelllikle bagisik yamitta antiviral, antiproliferatif ve
timor olusumuna karst etkileri diginda immiin sistemde yer alan diger hiicreler ile
etkilesimi immiin yanitin diizenlenmesinde ve etkili bir yanit olusturarak hastaliklarla

miicadeledeki roliiniin 6nemini ac¢iklamaktadir.
2.1.3. Immiin sistemin gelisimi ve farklilasmasinda interferon gama etkileri
2.1.3.1. B-hiicreleri

B hiicresi humoral bagisik yanitin 6nemli lenfositlerinden biridir. B hiicreleri antijene
baglanabilecek 0zgiil reseptor proteinler igermektedir. Kan ve lenfotik dolasimda
bulunan naif B hiicreleri antijenle karsilastiginda yardime1 T hiicresinden aldig: ilave
sinyal yardimiyla da antikor iiretecek olan plazma ve daha sonra antijenle tekrar
karsilastiginda hizli bir yanit olugmasini saglayan bellek B hiicrelerine farklilasirlar. B

hiicre cevabmin olgunlagmasi ve artmasi esasen sitokinler araciligi ile olmaktadir

(18).

Bagisik yanitta 6nemli etkileri bulunan interferon gama sitokinin B hiicreleri iizerinde

cesitli etkileri oldugu bilinmektedir. Bunlardan en 6nemlisi plazma hiicrelerinde sinif



degisikliklerini etkilemeleridir. Plazma hiicrelerinden iiretilen antikorlar genis
cesitlilige sahip efektdr molekiil olma o6zellikleri disinda antijenlere karsi 6zgiil
baglama bolgeleri igerirler. Antikorlarin 6zgiil antijenlerine karsi olan bu 6zellikleri
antijen baglama bdlgesinde bulunan sabit (C=constant) ve degisken (V=variable)
kisimlar ile olmaktadir. Ancak bu antikorlarin efektdr fonksiyonlari agir zincirde
bulunan sabit bolgenin izotipine gore belirlenir. Bu izotip degsikligi ise efektor CD4 T
hiicreleri tarafindan salinan sitokinler tarafindan yonlendirilmektedir (8). Yapilan
arastirmalarda, IFN-y immiinoglobiilin c¢esitlerinden IgGl ve IgE {iretimini
baskilarken IgG2a, IgG3 ve IgA2 sentezini kuvvetlendirdigi goriilmistir (12,5,18).
Bu kuvvetlendirme IFN-y'min direk olarak simif degisikligine neden olan bir ajan
olarak nitelendirilmesine sebebiyet vermistir. Ancak Bossie ve Vietta (19)'nin yaptigi
calismalarda IFN-y sitokinin yalnizca bu izotip Onciillerinin miktarini diizenledigi

goriilmiistiir. Bu sebepten direk olarak smif degisikligine neden olmamaktadir.

IFN-y, B hiicrelerinde IgE izotip olusumunu baskilamasi, interlokin 4 (IL-4) ile
indiiklenen epsilon (g¢) esey hiicre onciillerinin transkripsiyonunu baskilamasi sonucu
olmaktadir. Hiper IgE sendromu olan hastalarda, IFN-y iiretiminde azlik gozlenirken
bu hastalara uygulanan IFN-y terapisi ile hastalarin kan dolasiminda bulunan IgE
miktarmin azalmasi saglanmistir. Bu c¢aligmalar IFN-y iiretimindeki eksikliklerin
immiinoglobiilin alt tiplerinin iiretiminde dengesizliklere sebebiyet verecegini

gostermektedir.

IFN-y'nin B hiicrelerindeki bir diger onemli etkisi ise in-vitro kosullarda onciil B
hiicre gelisimi Ulizerinde negatif etkileri bulunmaktadir. Ancak IFN-y, B hiicre
lenfositik 16semi hiicre kiiltiiriinde kurtarict bir faktor olarak is gormektedir (5). Sonug
olarak, erken B hiicre populasyonu iizerinde negatif etkileri bulunurken olgun B

hiicrelerinde antiapoptatik etki gézlenmektedir.

2.1.3.2. T-hiicreleri

T hiicreleri, IFN-y fretici hiicre olma oOzellikleri disinda gelisimleri ve
farklilasmalarinda IFN-y'dan oldukg¢a etkilenmektedir. Ozellikle IFN-y ve IL-4

molekiillerinin farkli ifade diizeyleri CD4+ T hiicre fenotipinin belirlenmesinde



etkileyicidir (5).

Hiicre ici organizmalar makrofaj gibi tasiyict hiicrelerin dogustan kazanilmis
bagisiklikta varolan o6ldiirme mekanizmalarint yikarak kurtulma  stratejisi
gelistirmiglerdir. Humoral antikorlarin erisemeyecegi bu organizmalar tasiyict
hiicrenin i¢inde bulunmaktadir. Viriisler gibi bircok zorunlu hiicre i¢i parazit replike
olabilmek amaciyla hiicre i¢inde bulunmak zorundadir. Bunlar disinda zorunlu hiicre-
i¢i pazaraziti olmayan mikobakteri (Mycobacteriacae) ve Leishmania gibi Ozellikle
makrofaj hiicrelerinde bulunan fakiiltatif hiicre i¢i parazitler hiicrede replike
olabilirler (18). Bu yasam stratejisi organizmalarin bagisik yanita kars1 gelistirdigi bir
yontemdir. Bu duruma kars1 bagisik yanit organizmalar ile basa ¢ikmak amaciyla
tasiyict hiicrelerde meydana gelen ve organizmalarin engel olamadiklari bir savunma
stratejisiyle mikroorganizmalarin kiigiikk antijenik fragmentlerini isler ve bu
fragmentler tasiyici hiicre yiizeyinde gesitli adaptdr molekiiller araciligiyla sunulur.
Sonugta farkli lenfosit alt populasyonlart kullanilarak 6zgiil bagisik yanit olusturulur.
Lenfositler hiicre ici organizmalara karsi o6zellesmis hiicrelerdir. Ozellikle T
lenfositler, B hiicreleri tarafindan iiretilen antikorlardan farkli olarak antijen ve yiizey
belirteclerini tanimaktadir. Bu hiicresel belirtegler major histokompatibilite kompleks
(MHC) olarak bilinmektedir. Bu sekilde dentritik hiicre ve makrofaj gibi profosyonel
antijen sunucu hiicrelerde antijenin MHC molekiilleri araciligiyla sunumuyla T

lenfositler aktivite edilir (8,18).

T lenfositler MHC-1 veya MHC-2 molekiillerini taniyarak efektor bir yanit
olusmasini saglarlar. Iki simifa ayrilan bu MHC molekiilleri hiicrelerde farkli sekilde
ifade edilebilir. Sinif 1 MHC molekiilleri genellikle viriis gibi patojenlerin peptitlerini
bu peptitlere 6zellesmis olan CDS sitotoksik T hiicrelerine sunarlar. Tam tersi, CD4 T
hiicreleri ise bagisiklik sisteminin diger efektdr hiicrelerini aktivite etmek amaciyla
smif 2 MHC molekiillerini tanirlar. Bu yilizden smif 2 MHC molekiilleri B
lenfositlerde, dentritik hiicrelerde ve makrofajlarda bulunmaktadir. CD4 T hiicreleri B
hiicrelerinde bulunan simif 2 MHC molekiillerini tanidiginda bu hiicrelerin antikor
liretmeleri amaciyla aktivite olmalarin1 saglarken makrofaj ylizeyindeki MHC

molekiiliinii tanidiklarinda patojeni yoketmek amaciyla makrofajlarin aktivite



olmalarinmi saglarlar (18). Sinif 1 ve 2 MHC molekiillerinin ifadeleri 6zellikle IFN
gibi sitokinler tarafindan diizenlenmektedir. IFN-y sinif 1 ve 2 MHC molekiillerinin
ifadelerini arttirir ve sinif 2 MHC molekiillerinin normalde indiiklenmedigi belli hiicre

tiplerinde ifadelenmesini indiikleyebilmektedir (8).

T lenfositlerin alt populasyonu olan yardimci T lenfositler farkli sitokin salgilama
fenotiplerine sahip olan Thl ve Th2 adinda iki ana gruba ayrilmaktadir. Enfeksiyonun
erken donemlerinde olusan sitokinler, T hiicrelerinin islevsel olarak farklilagmasini
saglamaktadir (8,18). CD4 T hiicreleri iki major sinift olan CD4 efektor T hiicrelerine
farklilasmas1 periferal lenfoid dokulardaki antijenler tarafindan olmaktadir. CD4 T
hiicresinin kazanilmis bagisik yanitta Th1 hiicresi olup makrofaj aktivasyonu yoniinde
mi yoksa Th2 hiicresi olup antikor iiretimi yoniinde mi farklilasacagi belirlenir.
Yapilan in-vitro denemelerde farklilasmamig CD4 T hiicrelerinin interlokin 12 (IL-12)
ve IFN-y varliginda Thl olusumuna meyilli oldugu ve IFN-y'min Th2 hiicre
proliferasyonunu engelledigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde IL-4 sitokini ise Th2 {iretimini
saglamaktadir (5). Ozellikle kritik birgok hastalik durumunda ve tedavisinde bu iki
efektor populasyon arasindaki hassas dengenin saglanmasi biiyilk Onem
olusturmaktadir. Bu durum biyolojik olarak IFN-y sitokini {ireten Thl hiicrelerini
makrofajlarda bulunan viriislerden ve organizmalardan kaynaklanan hiicre ici

enfeksiyonlara kars1 daha etkili kilmaktadir.

IFN-y, Th1 hiicrelerinden esas olarak iiretilen sitokin olarak 200'den fazla genin RNA
ifade diizeylerini etkilemektedir. CD4 Thl hiicrelerinin, CDS8 sitotoksik lenfositlerin,
NK hiicrelerinin aktivasyonuna ve regiilasyonuna dahil genlerin ifadeleri IFN-y
tarafindan diizenlenmektedir. Yapilan c¢alismalarda, Thl hiicrelerinde konakg1
yanitinin hiicre i¢i patojenlere karsi kordine edildigi goézlenmistir (20). Makrofaj
aktivasyonu CD40 ligand1 ifadeleyen ve IFN-y salgilayan Thl hiicreleri tarafindan
olmaktadir. IFN-y ve CD40 ligand1 gii¢lii bir savunma sistemi olmasina karsin etkin
bir bagisik yanit olusturmada Thl tarafindan salgilanan diger sitokinlerde kritik rol
olusturmaktadir. Ornegin, hiicre ici bakteriler tarafindan enfekte olmus makrofajlar
aktivite olma yeteneklerini kaybettikleri i¢in aktivite Thl hiicreleri Fas ligand ifade

etmektedirler. Boylece makrofajlarin da dahil oldugu Fas ifadeleyebilen sinirl
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sayidaki hiicreler pargalanmaktadirlar. Bu sekilde Thl hiicre i¢i organizmalara karsi
daha etki olurken Th2 hiicreleri B hiicrelerine yardimda daha fazla etkilidir (8). Buna
ek olarak, bu hiicrelerin IL-4 aracili B hiicre smif degisikliklerinde olusan IgE
antikorlarina, interlokin 5 (IL-5) ile indiiklenmis eozinofillere ve interlokin 3/4 (IL-
3/4) ile stimiile olmus mast hiicrelerinin proliferasyonuna karsi hassasiyet gosteren
parazitlere karsi savunmada oldukga etkili olduklari bilinmektedir. Bu sebepten
patojenik bir protozoan olan Leishmania ile enfekte olmus farelerde yapilan
caligmalarda, IFN-y mesajc1 riboniikleik asit (mRNA) ifade diizeylerinde artis

gozlenirken IL-4 diizeylerinde azalma gozlenmektedir (18).

IFN-y timusta T-hiicrelerinin kolonal seciliminde ve self-toleransinda yardimer etki
mekanizmasinin olusumuna katki saglamaktadir. Bu yiizden anti-CD3 stimiilasyonu
gibi durumlarda T-hiicre apoptozuna sebebiyet vermektedir. Yapilan ¢aligsmalarda,
kiiltiir ortaminda IL-2 sitokini eklendiginde IFN-y etkisinin baskilandigi ve IFN-y'nin

mitojen-aktivite T-hiicrelerinde IL-2 reseptor ifade diizeylerini arttirdigi gézlenmistir

2.1.3.3. Monosit / makrofajlar

Makrofajlar, mononiikleer fagositik sistemin efektor hiicresi olarak kemik iliginde
hematopoez sirasinda graniilosit-monosit Onciil hiicrelerinin  pro-monositlere
farklilasmasi sonucu bu hiicrelerin kan dolagimina katilarak monositlere doniismesi
ardindan monositlerin uygun dokulara giderek makrofajlara farklilagmasi sonucu

olusmaktadir.

Monositlerin makrofajlara farklilasmasi beraberinde bir¢cok radikal degisiklik
meydana getirmektedir. Bu degisiklikler, hiicre boyutunun 5-10 kat artmasi, hiicre-i¢i
organellerin sayisinin artmasiyla birlikte hiicrenin kompleks bir hal kazanmasidir.
Bunun sonucunda hiicrenin fagositoz yapabilme yeteneginin artmasi ve yiiksek
miktarda hidrolitik enzim iiretme yetenegi kazanmasi en onemli degisikliklerden biri
sayilabilir. Bu gibi 6zellikler kazanmis makrofajlar bagisik yanit sirasinda olusan
cesitli stimiile edici ajanlar tarafindan aktivite edilebilir. Makrofajlar her ne kadar
antijenleri fagosite edebilme yetenegine sahip olsalar bile bagisik yanitin tam

anlamiyla olusabilmesi amaciyla aktivite edilerek giiclendirilmeleri gerekmektedir

11



(12).

Bagisik yanitta makrofajlarin en 6nemli aktivite edici faktorii interferon gama (IFN-y)
olarak bilinmektedir. Interferon gama (IFN-y) bagisiklik sisteminde yer alan
mononiikleer  fagositik  sistem  efektdor  hiicrelerinin  bir  parcast  olan
monosit/makrofajlar iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Aktivite olmus yardimcit T
lenfositlerden (Th) salman IFN-y sitokinin makrofajlarin fonksiyonu {iizerindeki
etkileri icinde makrofajlarin tiimdr sitotoksisitelerinin, antimikrobiyal aktivitelerinin
artmasi ve MHC indiiksiyonu ile birlikte lenfositlere antijen isleminin ve sunumunun
saglanmas1 bulunmaktadir (5). Ozellikle IFN-y yardimiyla aktivite olmus makrofajlar,
dinlenme halindeki makrofajlara gore daha iyi patojenleri ortadan kaldirma
yetenegine sahiptirler. Bu durumun en 6nemli sebebi aktivite olmus makrofajlarin
fagositoz yapabilme yeteneklerinin ve inflamatuvar mediyatorleri salgilamalarinin
artistyla aciklanabilir. Aktiflesmis makrofajlar ek olarak T hiicreleri aktivite edebilme

yetenegi kazanmaktadirlar (5).

[FN-y gen diizeyine yalniz makrofajlarin degil bir ¢ok hiicre hattinin potansiyel
indiikleyicisidir. Ozellikle sinif 1 ve 2 MHC antijenleri, IL-2 reseptorii, kompleman
proteinleri, indolamin 2,3 dehidrogenaz ve Fc Reseptor-1 gen ifadeleri, IFN-y
tarafindan kuvvetli sekilde indiiklenmektedir. Bunlar disinda IFN-y lipopolisakkarit
(LPS) gibi diger ajanlarla birlikte sinerji olusturarak monosit/makrofajlarin gen ifade

diizeylerinde artisa yol acabilmektedir.

IFN-y'nin LPS ile sinerji olusturmasi bir¢ok makrofajin fonksiyonu i¢in oldukga
onemli olan nitrik oksit (NO) indiiksiyonu meydana getirir. Nitrik oksit, makrofajlarin
tiimor hiicrelerine ve genis cesitlilikteki enfeksiydz ajanlara kars1 gelistirdigi onemli
bir yok etme mekanizmasidir (21,22). Bunlara ek olarak, IFN-y'nin monositlerin
farklilagsmasini, kemik iliginde (23), HL-60 (24) ve U937 (4) hiicre hattinda
indiikleyebildigi gosterilmistir.

Sonug olarak, IFN-y monosit/makrofajlar dikkate alindiginda efektor hiicrelerin gen
ifade diizeyleri, farklilagsmalar1 ve fonksiyonlar1 {izerinde oldukga etkili olan bir

sitokindir. Bagisik yanitta monosit/makrofajlarin bir IFN-y indiikleyicisi olan IL-12

12



kaynag1 olarak bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve etkili bir yanit olusturulmasinda

biiylik 6nem bulunmaktadir.

2.1.3.4. Dogal dldiiriicii hiicreler

IFN-y, bagisik yanitta yer alan bir¢ok hiicrenin yanitim1 diizenleme yetenegine sahip
glikoprotein yapisinda anahtar bir sitokindir. Bu hiicrelerden bir tanesi de dogal
oldiiriici (NK=natural killer) hiicreleridir. NK hiicreleri, sitotoksik fonksiyonlara
sahip olan ayrica iirettikleri IFN-y sitokini ile sitotoksik fonksiyonlarini giiclendirerek
timorlerin ve viriis ile enfekte olmus hiicrelerin kontrolii saglayabilen onemli bir

bagisiklik sistemi elemanidir (4,25).

Dogal oldiiriicii hiicreler, IFN-y ve TNF-a sekresyonu yaparak hedef hiicrelerde
Oliimciil reaksiyonlar meydana getirmelerini saglayan sitotoksik fonksiyonlarini
giiclendirirler. IFN-y ve TNF-a sinerjik olarak etki gostererek hedef hiicrede niikleer
faktor kappa B (NF-«B) bagimli hiicreler aras1 adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) ifade

artis1 sonucunda NK hiicrelerinin sitotoksik etkilerinin artmasini saglamaktadir (25).

NK hiicreleri tarafindan tiretilen IFN-y molekiiliiniin T hiicrelerinin Th1l alt tipine
farklilasmasinda 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda NK
hiicrelerindeki sitoktoksik etkinin NkR-P1 adindaki reseptoriin hedef hiicrede ¢esitli
oligosakkaritleri tanimasiyla birlikte artis gosterdigi ve bu iliski sonucunda fazla
miktarda IFN-y iiretimi gergeklestigi goriilmiistiir (4). Bu durum IFN-y iiretiminin,
bagisiklik yanitin diizenlenmesi ve etkin sekilde etki gosterebilmesi amaciyla oldukca

o6nemli oldugunu gostermektedir.

2.1.3.5. Hematopoetik onciil hiicreler

Dolasim sisteminde bulunan olgun kan hiicrelerinin belirli yasam siireleri
bulunmaktadir. Bu yasam siiresini dolduran olgun kan hiicrelerinin yerine yeni
hiicrelerin iiretilmesi gerekmektedir. Bu yenilenme kan hiicrelerinin pluripotent
hematopoetik kok hiicrelerden ¢ogalmasi ve farklilasmasi sonucu olmaktadir. Bu

durumda dolagimdaki tiim kan hiicreleri kemik iligindeki kan yapici kok hiicrelerden
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uretilmektedir.

Hematopetik kok hiicre farklilasmasinin ve yenilenme siirecinin dengede tutulmasi
ihtiyag duyulan kan hiicrelerinin karsilanmasinda biiylik 6nem olusturmaktadir.
Normal kosullarda kemik iliginde belirli seviyede yeni hiicreler iiretilmektedir. Ancak
l6kopeni gibi immiinolojik bir stres varliginda periferal kan hiicrelerine duyulan
ihtiya¢ artar ve bu denge bozulur. Hematopetik onciil hiicreler her ne kadar patojen
varligini direk olarak algilayabilseler bile etkin bir bagisik yanit olusturmak amaciyla
interlokin 1 (IL-1), TNF a, graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF) ve aktivite
olmus T-lenfositler tarafindan iiretilen IFN-y gibi sitokinler tarafindan
etkilenmektedirler (26). Hematopoetik hiicrelerin gorevleri diisliniildiigiinde bu etkiler

biiylik 6nem kazanmaktadir.

Hematoetik onciil hiicreler iizerinde IFN-ynin ¢ift fonksiyonu bulunmaktadir. Bu
fonksiyonlar baskilayici veya stimiile edici sekilde olabilmektedir. Baskilayici etkileri
dikkate alindiginda, IFN-y'nin tek bir ajan olarak bu etkiyi gosterdigi goriilmektedir.
Hematopoetik hiicre soyunda en temel negatif etkisi; B-hiicre, eritrosit, eozinofil ve
notrofil graniilositlerinin olusumunun baskilanmasidir (26). Ancak bunun yaninda
IFN-y'nin CD34+ ve CD38- Onciil hiicrelerinin proliferasyonunu ve ikincil koloni
olusturabilme becerileri lizerinde engelleyici etkileri olsa bile olgun CD34+ ve CD38-
hiicrelerinin bu duruma kars1 direngli olduklar1 goriilmistiir. Bu baskilayici etkilerinin
tersine IFN-y hiicre dis1 faktor bagimli CD34+ onciil hiicre profliferasyonu ve IL-3
stimiile akut myeloblastik 16semi hiicre klonlar1 {izerinde gii¢lendirici etkileri

bulunmaktadir (5).

Ozetle, IFN-y tek bir ajan olarak erken dénemde hematopoetik onciil hiicrelerde
baskilayict bir etkiye sahipken, kemik iliginde bulunan IL-3 gibi sitokinler ve kok
hiicre faktorleri ile Onciil hiicrelerin gelisimini destekleyici etkilere sahip oldugu

goriilmektedir.
2.1.3.6. Polimorfoniikleer notrofiller

Dogustan varolan bagisik yanit enfeksiyonlarin erken donemlerde fark edilmesinde

14



kritik yol oynamaktadir. Bu bagisik yanitin bir parcast olan nétrofiller, hiicre-ici ve

hiicre-dis1 parazitleri fagositoz yoluyla yok edebilmektedir (20).

Polimorfoniikleer nétrofiller (PMN) ve IFN-y sirasiyla dogustan ve sonradan
kazanilmis bagisik yanitin 6nemli bilesenleridir. Bu hiicreler IFN-y etkisi altindayken
patojen yok etme stratejilerinden biri olan oksidatif patlama yeteneklerinde ki artis,
gen ifade diizeylerinde degisiklikler ve antijen sunumu indiiksiyonu gibi c¢esitli
etkileri gozlenmistir (27). IFN-ymin bu hiicreler {izerindeki etkileri dikkate
alindiginda dogustan ve kazanilmis bagisik yanit arasinda aracilik edebilme
yetenekleri sebebiyle olduk¢a onemlidir. Anlasilacagi lizere daha 6nceki geleneksel
birgok yarginin aksine PMN hiicreleri, IFN-y gibi immiinomodiilatorlere karsi

kompleks gen ifade diizey degisiklikleriyle yanit verebilen aktif hiicrelerdir.

IFN-y immiinomodiilator gorevini ¢esitli genlerin ifade diizeylerindeki artis ile
yapmaktadir. Bu etki IFN-y sitokinin kullandig1 6zel bir sinyal iletim yolag: ile
meydana gelmektedir. IFN-y kendi reseptoriine baglanarak Jak-Stat tirozin kinaz adi
verilen bu yolakla hedef genlerin ifade diizeylerini diizenleyebilmektedir. Yapilan
caligmalarda, dinlenme durumunda bulunan PMN hiicrelerinin IFN-y molekiiliinii
hizli ve stabil bir sekilde baglayabilmek amaciyla yaklasik 1000 adet reseptor
molekiilii ifadeledikleri gosterilmistir (27). PMN hiicrelerinde IFN-y yolaginda
bildirici sistem olarak Fc reseptor-1 (FcyRI) geni kullanilmaktadir. Bu bildirici
sistemin kullanilmasi PMN hiicrelerinde, Jak-STAT yolagiyla IFN-y ile stimiile edilen

genlerin ifade edilebilmesi saglanir.

IFN-y dogustan ve sonradan kazanilmis bagisik yanitta araci olan kemokin, sitokin ve
smif 2 MHC molekiilleri gibi bircok genin ifade diizeylerini etkileyebilmektedir.
PMN hiicreleri geleneksel olarak dogustan varolan bagisik yanitin bir parcasi
oldugundan smif 2 MHC molekiiliiniin ifadelemesi ve sonucunda antijen sunumu ve
T hiicre aktivasyonu gibi etkiler beklenmemektedir. Ancak son zamanlarda yapilan
calismalarda, IFN-y ile indiiklenen PMN hiicrelerinin MHC-2 molekiilii
ifadeleyebildikleri goriilmiistiir (5,27). Bunlara ek olarak bu hiicrelerin fagositoz
yapabilme yetenekleri disinda bir 6nemli fonksiyonu ise kemokin ve sitokin

salgilamalaridir. PMN hiicreleri etkin bir bagisik yanit olursturmak amactyla IFN-y
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varliginda kemokin ve sitokin gen ifade diizeylerinde kritik degisiklikler meydana

getirmektedir.

[FN-y ile muamele edilmis PMN hiicrelerinin sinyal iletimi ve gen ifade
diizeylerindeki farkliliklar1 disinda birde hiicresel boyutta etkileri bulunmaktadir. IFN-
v, PMN hiicrelerini ikincil bir stimiilasyona hazirlamak amaciyla bu hiicrelerin
aktivitelerinde artig saglayabilirler. Bu sekilde ikincil stimiilasyonlara elverisli hale
gelen PMN hiicrelerinde oksidatif metabolizma artis gosteritken, yiizey
reseptorlerinin ifadelenmesi, degraniilasyon ve diger notrofil faliyetleri yerine

getirilmektedir (28).

2.2. Rekombinant Protein Uretimi

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iiretilen proteinlere rekombinant protein
adi1 verilmektedir. Rekombinant protein liretim teknolojisi gen regiilasyon analizi,
proteinlerin yapisal, fonksiyonel analizleri ve protein-protein analizleri ayrica antikor

tiretimi gibi birgok uygulamanin gergeklestirilmesini saglamaktadir.

Rekombinant protein teknolojisi  Ozellikle saglik sektoriinde yogun olarak
kullanilmaktadir. Bu alanda kullanilan en yaygin proteinler insiilin, interferon alfa-
beta-gama, insan biiylime hormonlari, graniilosit koloni stimiile edici faktorler ve
hepatit B asisidir. Rekombinant olarak iiretilen proteinler tedavi ve teshis amaci
disinda gida ve tarim gibi alanlarda da kullanilmaktadir. Genis kullanim alanina sahip
olan rekombinant proteinler, liretim asamlarinda yasanan zorluklari ve maliyetleri

nedeniyle tiretim kosullar siirekli gelismektedir.

Rekombinant protein {iretiminde, genetik miihendisligi olarak bilinen rekombinant
DNA teknolojisi siklikla kullanilmakta olan bir¢ok biyoteknolojik islemlere
dayanmaktadir. Bu islemlerden en 6nemli olan1 polimeraz zincir tepkimesi (PZT) ile
rekombinant DNA elde edilmesidir. 1985 yilinda Mullis (28) tarafindan bulunan bu
teknik ile 6zgiil bir DNA sekansinin milyonlarca kopya sayisi elde edilebilmektedir.
Rekombinant protein iiretiminin basarili olmasini saglayan bir diger faktor ise tasiyici

sistemin belirlenmesidir. Giiniimiizde rekombinant protein {retimi amaciyla
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kullanilmakta olan bakteri, maya, bocek ve memeli hiicre hatlarima kadar genis
cesitlilikte tasiyict ve protein iiretici sistemler bulunmaktadir. Kullanilacak olan bu
sistemler iiretimi arz edilen proteinin fizyolojik ve kimyasal Ozellikleri dikkate
almarak belirlenmektedir. Hedef protein E.coli gibi bir bakteri hiicresinde iiretimi
gergeklestiginde biyolojik fonksiyonlar1 agisindan énemli olabilen post-translasyonel
modifikasyonlardan yoksun sekilde iiretilir. Ancak meydana gelen bu yoksunluk her
proteinin biyolojik fonksiyonunda ¢arpici degisiklikler meydana getirmez. Bu yiizden
secilen tasiyici sistem proteine gore belirlenir. Tasiyici sistem belirlendikten sonra
protein gen sekansi o sisteme Ozel vektorlere aktarilir ve rekombinant vektorler
tastyici hiicreye transforme edilir. Uygun rekombinantlarin se¢imi sonucunda tastyici

hiicrede proteinin ¢esitli indiiksiyon mekanizmalari ile iiretimi saglanmis olur.

Biyoteknolojinin 6nemli alanlarindan biri olan rekombinant protein liretimi genis
kullanim alanlarinin bulunmasi bu fiiretilen proteinleri olduk¢a degerli kilmaktadir.
Yiiksek verimlilikte ve saflikta rekombinant protein iiretimi bu proteinlerin
endiistriyel amaglar ile ve hastalik tedavi ve teshisinde kullanimi nedeniyle biiyiik
onem tasimaktadir. Yiiksek verimlilikte ve kalitede ki rekombinant proteinlere olan
ihtiya¢ sebebiyle uygun protein iiretim stratejilerinin kullanim1 giinden giine artan bir
oneme sahiptir. Laboratuvar aragtirmalarinda ve ticari uygulamalarda yiiksek kalitede
ve saflikta ayn1 zamanda kisa siirede ve diisiik maliyette protein iiretim tekniklerine
sahip olmak ve uygun liretim iiretici sistemin avantaj ve dezavantajlarin1 géz 6niinde
bulundurarak se¢ilmesi ¢ok biiyilk 6nem arz etmektedir. Boylece bu teknoloji ile
giiniimiizde 1yilestirilmesi olanaksiz diisliniilmekte olan bir¢ok hastaligin tedavisi

miimkiin hale gelebilmektedir.

2.2.1. Protein modifikasyonlarinin rekombinant proteinler iizerine etkileri

Rekombinant protein iiretimi ilk bakista oldukca basit goziikmesine ragmen hedef
proteine 6zgiil liretim kosullarin belirlenmesi sebebiyle karisik bir siirectir. Temelde,
tiretimi arzu edilen proteini kodlayan DNA sekansi uygun ekspresyon vektoriiniin
promotor sekansi ardina klonlanmaktadir. Daha sonra ki siiregte bu vektor uygun
tasiyici hiicreye aktarilir ve hiicrenin kendi sistemi yardimiyla arzu edilen proteinin

tiretimi gergeklestirilir. Fakat pratikte bu iiretim siireclerini etkileyen bircok faktor
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bulunmaktadir. Ornegin, tastyict hiicre yani kullanilan ekspresyon sistemine bagli
olarak her proteinin kendine 0©zgii olan katlanma davraniglarina karsi etkiler
goriilebilir. Benzer olarak bazi proteinler biyolojik membranda post-translasyonel
modifikasyonlara ve uygun insersiyonlara gereksinim duyamaktadirlar. Sonug olarak,
protein aktiviteleri tasiyici hiicreye zararli olabilmektedir. Hatta tasiyicit hiicrenin
sistemine bagl olarak arzu edilen protein fonksiyonunda eksiklikler ve veriminde
ciddi sekilde azalmalar goriilebilmektedir. Bu yiizden basarili bir rekombinant protein
iiretiminin tek bir yolu yoktur. Bunun yerine var olan protein iiretim sistemlerinin arzu
edilen protein 6zelligine gore belirlenmesi ve birden fazla yaklasim denenmesi basari

sansin1 artiracaktir.

Rekombinant proteinler 06zellikle ilag endiistrisinde iyilestirici etkilerinden
biyofarmasétikler olarak faydalanmak amaciyla {iretimi giinden giline Onem
kazanmakta ve artmaktadir. Ancak ilag olarak kullanilan bir¢ok rekombinant proteinin
salgilanmasini, ila¢ etkinligini, kararliligint ve biyolojik aktivitesini etkileyen post-
translasyonel modifikasyonlara gereksinimleri vardir (29). Bu modifikasyonlara sahip
olmayan rekombinant proteinler bagisiklik sistemi igin zarar verici etkilere sahip
olabilmektedir (30). Bu nedenle istenmeyen yan etkilerden kurtulmak amaciyla
proteinlerin Onciil yapilar1 ile hiicresel mekanizmalar1 arasindaki iliskinin iyi bir
sekilde anlasilmasi gerekmektedir. Temel olarak bu modifikasyonlar meydana
geldikleri bolgelere gore iic siifa ayrilmaktadirlar; endoplazmik retikulum, golgi
aygitt ve hiicre dis1 bolgedir. Bunlara ek olarak hem endoplazmik retikulum hem de

golgi aygitinda gerceklesen N-bagl glikozilasyon modifikasyonu bulunmaktadir.

Rekombinant protein iiretiminde ve fretilen proteinlerin gelistirilmesinde post-
translasyonel modifikasyonlar yarar saglamaktadir. Bu reaksiyonlarin proteinlerle
olan fonksiyonel ve yapisal iligkilerinin aydinlatilmas1 daha iyi ve orjinaline yakin
proteinlerin {retilmesine olanak saglayacaktir. Rekombinant protein iiretiminde
kullanilan iiretici sistemlerdeki degisik yaklasimlar ve gelismeler ile biyolojik olarak

aktif rekombinant protein iiretimi miimkiin hale gelmistir.

Sonug olarak, yliksek kalitede rekombinant protein iiretimi igin secilen Tlretici

sistemlerin dogru sekilde karar verilmesi biiylik 6nem arz etmektedir.
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2.2.1.1. Endoplazmik retikulum modifikasyonlari

Okaryotik hiicrelerde protein iiretimi siirecinde ribozomlarda meydana gelen 6nciil
peptitler sinyal sekanslari yardimiyla gesitli sinyal taniyict kompleksler tarafindan

taninirlar.

Bu sekilde 6zel komplekslere baglanan sinyal sekanslari endoplazmik retikuluma
dogru yonlendirilirler (31). Endoplazmik retikulumda bulunan Sec61 adi verilen
tastyict kompleks yardimiyla proteinler amino asit igeriklerine bagli olarak
translasyon ile es zamanl olarak veya sonrasinda ER membranindan tasiirlar(32).
Taginma sonrasinda ER liimenine ulasan proteinler membran baglayici sinyal
peptitazlar tarafindan sinyal sekansi igeren bolgelerden kesime ugrarlar. Bu sekilde
uygun katlanma formu kazanan proteinler endoplazmik retikulumun diger
kompartmanlarina dogru aktarilirlar. Bu kompartmanlarda proteinler birgok
modifikasyona maruz kalmaktadirlar (33). Bu modifikasyonlar disiilfit bag1 olusumu,
gama karboksilasyonu, beta hidroksilasyonu ve N-baghh glikozilasyondan

olusmaktadir.

Disiilfid bag1 olusumu bir¢ok biyofarmosdtik proteinlerin (insiilin, INF-a, antikorlar)
de dahil oldugu ekstraselliler proteinlerde meydana gelen yaygmn bir
modifikasyondur. Bu kovalent bag olusumu proteinlerin tersiyer yapilarinda (3.ciil
yap1) dolayisiyla birden fazla alt iinitenin birlesmesiyle olusan kuaternal yapilarina

(4.ciil yap1) kararlilik saglar.

Disiilfid bagi olusumu yiikseltgenme reaksiyonu sonucu olustugu i¢in hem
Okaryotlarda hem de prokaryotlarda bu bag olusumu indirgen bir ortam olan
sitoplazmada gerceklesmemektedir. Fakat Okaryotik sistemlerde ER yiikseltgen bir

ortam oldugundan disiilfit bag1 i¢ceren proteinlerin iiretimi i¢in sorun teskil etmez.

Prokaryotlar s6z konusu oldugunda, periplazmada ekstraselliilar proteinlerin distilfid
bag1 olusumu gozlenir. Periplazma, distilfid bagi olusumunu ve tekrar diizenlenmesini
saglayan Dsb protein ailesi ve saperon ad1 verilen enzimlere ev sahipligi yapmaktadir.

Ancak Escherichia coli gibi prokaryotlarda yiiksek miktarda rekombinant protein
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sentezinde inkliizyon cisimcikleri olusumu gozlenmektedir. Bu sebeple daha
sonrasindaki islemler bu inkliizyon cisimciklerinin kaotropik ajanlar yardimiyla
coziilebilir hale getirilmesini icermektedir. Ancak bu teknik uygulandiginda c¢ogu

zaman protein izolasyonundan sonra beklenilen verim alinamamaktadir.

Son yillarda prokaryotik hiicre hatlarinin gelistirilmesine yonelik yapilan ¢alismalarda
distilfid bag1 olusumunun gelistirilmesi hedeflenmistir. Bunlar, Dsb protein ailesinin
saperonlarla birlikte fazla miktarda iiretimini ve E.coli’de ekstraselliilar proteinlerin
translokasyonunu saglayan onciil sekanslarin optimizasyonunu i¢ermektedir. Ancak
cok yiiksek miktardaki iiretimlerde translokasyon siireci dar bogaz etkisine
girmektedir. Bunlar diginda, tiyoredoksin rediiktaz enzimi aktivitesi bakimindan
zayiflamis knock-out hiicre hatlariyla yapilan deneylerde hiicre i¢i az da olsa

yiikseltgen hale getirilerek disiilfid bag1 olusumu saglanmaktadir (33).

Gama karboksilasyonu, glutamat (Glu) residiilerinin karboksilaz enzimi ile vy-
karboksiglutamata (Gla) ¢evirildigi bir modifikasyondur. Bu enzim herhangi bir
eslenik diziye ihtiya¢ duymadan yalnizca Onciil peptit dizisi araciligr ile bu
modifikasyonu yapmaktadir. Bu modifikasyon daha ¢ok kemik metabolizmasinda ve
pihtilasmada rol oynayan protein gruplarinda gériilmektedir (34). Ozellikle faktor IX
ve X adli kanda bulunan proteinlerde gézlenmektedir. Bu modifikasyon yoklugunda
veya yetersizliginde proteine bagli olarak protein fonksiyonunda ciddi sekilde

azalmalar veya kayiplar gerceklesmektedir (35).

Beta hidroksilasyonu, hidrolaz enzimi yardimiyla aspartat ve asparajin rezidiilerinin
sirastyla  B-hidroksiaspartata (Asp-Hya) ve P-hidroksiasparajine (Asn-Hyn)
donistiiriildiigii modifikasyondur. Bu modifikasyon protein-protein etkilesiminde ve

kalsiyum baglamada rol oynamaktadir.

Beta hidroksilasyonu teropdtik protein olan faktor IX ve protein C'de goriilmektedir.
Faktor IX proteinin rekombinant olarak iiretiminde chinese hamster ovary (CHO)
memeli hiicre hatlar1 kullanildiginda orijinal faktor IX proteiniyle %30 ile %40
oraninda Asp 64 bolgesinden benzer sekilde modifikasyona ugradigi bulunmustur

(36). Rekombinant protein C ig¢in bu modifikasyonun pihtilasma aktivitesi igin
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zorunlu olmamasina ragmen Asp71 bdlgesinden hidroksilasyonunun biyolojik

aktivitesi i¢in zorunlu oldugu goriilmiistiir (33).

2.2.1.2. Golgi aygiti modifikasyonlari

Golgi aygit1 birden fazla kompleks modifikasyona sahip olan proteinlerin islenip
siiflandirildigi 6nemli bir organeldir. Bu organelde meydana gelen modifikasyonlar
tirozin sililfasyonu, Onciil peptitlerin islenmesi, O-bagl glikozilasyon, fosforilasyon,

amidasyon ve N-bagl glikozilasyondan olugmaktadir.

Tirozin siilfasyonu, golgi aygitinin trans bolgesinde proteinlerin tiriizin amino asitinin
04 atomlarindan siilfatlanmas1 sonucu meydana gelmektedir. Bu modifikasyon ilk

olarak 1954 yilinda sig1r fibrinojen peptitinde bulunmustur (33).

Her protein i¢in modifikasyonun onemini ayr1 degerlendirmekle birlikte bazi
proteinler i¢in bu modifikasyonun 6nemi oldukga fazladir. Faktor VIII olarak bilinen
anti-hemofilik faktoriin tam olarak aktivite gosterebilmesi i¢in tirozin siilfasyonunun
gerekli oldugu goriilmiistiir. Ozellikle bu modifikasyonun protein-protein iliskilerini
etkileyerek proteinlerin baglanma afinitelerini ve biyolojik aktivitelerini diizenledigi
bulunmustur. Yiiksek o6zgiilliikte ligand baglama ve reseptor aktivasyonunda onemli
role sahip olan tirozin siilfasyonu birgok kemokin reseptorlerinde, kompleman
proteinleri ile birlesmis G proteininde, fosfolipit ve glikoprotein reseptorlerinde

goriilmektedir (33).

Golgi aygiti modifikasyonlarindan bir digeri Onciil peptiterin islenmesi ise bir¢ok
biyolojik olarak aktif olmayan proteinlerin 6nciil formlarinin proteolizis reaksiyonu
sonucu aktivite kazanmasiyla olusmaktadir. Belirli amino asit dizilerinde meydana
gelen bu 0zel reaksiyonlar PCs adi verilen proteaz ailesi tarafindan gergeklestirilir.
Insiilin, faktsr IX ve VII gibi bircok protein onciil peptitler seklinde
sentezlenmektedir. PC1 ve PC2 ad1 verilen proteazlar ile pro-insiilin aktif formu olan
insiiline dontistlirilmektedir. Faktor IX proteinin Onciil peptitler ile islenmesinin
basarisiz oldugu durumlarda proteinin fosfolipitler ile iliskisinin zayifladigr ve

glutamik asit residiilerindeki y-karboksilasyon modifikasyonlarinin azaldigi
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bulunmustur (33).

O-bagl glikozilasyon proteinler iizerinde olduk¢a etkili oldugu bilinen en yaygin
post-translasyonel modifikasyondur. Ozellikle ilag sektdriinde PTM miihendisligi
baslig1 altinda en dikkate deger arastirmalar glikozilasyonun teropdtik proteinler

tizerinde uygun hale getirmek veya gelistirmek {izerine olmustur.

Glikozilasyon, enzimler araciligi ile sakkaritlerin birbirlerine baglanarak proteinlere
bagli glikanlar olusturma stirecidir (37). Glikozilasyonlardan birincisi, memeli
hiicrelerindeki golgi aygitinda meydana gelen glikan zincirlerinin serin ve treonin
residiilerindeki hidroksil oksijenine baglanmasiyla meydana gelen miisin tipli O-bagl
glikozilasyondur. Bunun disinda farkli sekillerde meydana gelen O-bagh

glikozilasyonlar da mevcuttur.

Miisin tip O-bagli glikozilasyon genellikle teropdtik proteinlerde meydana
gelmektedir. Bu modifikasyon proteinin yar1 dmriinii ve fonksiyonunu belirlemekte
olan protein katlanmas1 stabilizasyonu, agregasyonun, diizenlenmesi, proteinlerin

sicakliga ve proteaz saldirilarina karst korunmasi gibi birgok etkiye sahiptir.

Golgi aygiti modifikasyonlarindan bir digeri fosforilasyondur. Hiicre i¢i fosforilasyon
mekanizlarinin ¢ok 1iyi aydinlatilmasina ragmen hiicre digindaki fosforilasyon
mekanizmasinin proteinlerin {lizerinde fiziksel ve fonksiyonel etkisinin anlasiimasi
gii¢c olmustur. Yapilan proteomik ve bilgisayar analizlerde fosforilasyonun proteinlerin
bagisiklik sistemindeki fonksiyonlarindan pihtilasma gibi fizyolojik fonksiyonlarina

kadar bircok etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (33).

Oldukga iyi bilinmekte olan pihtilagma faktdrlerinden faktdr XI ve VIII fosforile olan
proteinlerdendir. Bunlar disinda biyolojik olarak aktif olan adrenokortikotropin ve

progastrin peptit hormonlarinin da fosforile oldugu bulunmustur (33).

Amidasyon reaksiyonu proteinlerin C-terminalindeki karboksil grubunun amid grubu
ile yer degistirdigi bir modifikasyondur. Bu reaksiyon genelde biyolojik olarak aktif

olan peptitlerin tam olarak aktivite gostermeleri amaciyla yapilmaktadir. Bu
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modifikasyon maya ve prokaryotlarin aksine yalnizca gelismis Okaryotlarda
bulunmaktadir. Amidasyon reaksiyonun proteinler iizerinde birgok etkisi
bulunmaktadir. Ozellikle o-amidasyonu peptitlerin C-terminal bdlgesinden iyonize
olmalarina karst korumaktadir. Bu durum dolasiyla proteinleri daha hidrofobik
yaparak reseptorlere daha iyi baglanabilir hale getirmektedir. Bu modifikasyona 6rnek
olarak, serumda fosfat ve kalsiyum dengesini ayarlayabilme o&zelligi sebebiyle

hipertalesimi hastalarina verilen somon kalsitonini verilebilir.

N-bagh glikozilasyon Okaryotlarda proteinler iizerinde hem biyolojik hem de
fizyolojik olarak oldukga etkili olan en yaygin modifikasyondur. Bu modifikasyon ER
ve golgi aygitinda meydana gelmektedir. N glikozid bag:i igeren glikoproteinlerde
seker asparajin yan zincirlerinin amid grubuna baglanir. Glikozilasyon karma,
mannozca zengin ve melez oligosakkaritler olmak {izere ii¢ ana sinif seklinde
olmaktadir. Karmasik modifikasyon siirecleri sonunda proteinlerin yapisina katilan
sekerler, molekiiler ve hiicreler aras1 tanima, hiicre ici ve dis1 protezlara karsi koruma,
cozinlirlik, akigkanlik ve yiik gibi fizikokimyasal nitelikler iizerinde oldukga
etkilidirler. Bunlara ek olarak, proteinlerin hiicre i¢i goglerini, zarlarla iligkilerini,

smiflandirilmasini ve salinimida etkilemektedir.

N-bagl oligosakkaritlerin en dnemli gorevi protein katlanmasi sirasinda gergeklesir.
Endoplazmik retikulumda bulunun saperon adi verilen kalretikulum adli protein yeni
sentezlenen membran proteinlerinin  dogru  konformasyonda katlanmasini
saglamaktadirlar. Bu protein, yapisinda tek bir glikoza sahip mannozca zengin

olagosakkaritleri taniyarak bu glikoproteinlerin katlanmasini saglar (38).

Glikozilasyon sonucu proteinlere eklenen glikanlar immiinolojik cevabin
modifikasyonu, proteinlerin taninmasi, hedeflenmesi ve katlanmasi gibi 6nemli rollere
sahiptir. Bunlara ek olarak, rekombinant proteinlerin yar1 6émiirleri iizerinde oldukca
etkili olduklar1 goriilmiistiir. Rekombinant insan interferon gamma iiretimi {izerine
yapilan arastirmalarda proteine dort adet N-bagli glikozilasyon bolgesi eklendiginde

serumdaki yar1 Omriiniin 20-25 kat artti§1 goriilmiistiir (34).

Kullanilan sistemlere bagli olarak meydana gelen glikozilasyon farkliklarini azaltmak
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ve orjinaline yakin protein elde etmek amaciyla genetik miihendisligi teknikleri
kullanilarak modifiye edilen hiicre hatlar1 mevcuttur. Ozellikle Skaryotik protein
eldesinde sik kullanilan CHO memeli hiicre hatt1 N-bagl glikozilasyonda insandan
farkli olarak daha uzun oligosakkarit zincirleri eklemektedir. Bu durum insanda
immiinojenik bir durum yaratabilmektedir. Bu sorunu ortadan kaldirmak amaciyla 1
Man5GIcNAc2  (Man5) glikan  yapistna N asetilglukozamin  ekleyerek
hiperglikozilasyona neden olan mannoz glikoprotein beta 1,2 N-asetil glukozamin

transferaz(Mgatl) enzimi knock-out edilmig CHO hiicre hatlar1 kullanilmaktadir(39).

2.2.1.3. Hiicre dis1i modifikasyonlar

Hiicre i¢inde iiretimi gerceklestirilen proteinler son basamakta hiicre zarina
ulastiklarinda hiicre dis1 ortama aktarilirlar. Bu sekilde hiicre disi ortama aktarilan
proteinler bu ortamda birka¢ modifikasyon gecirdikten sonra iiretim siireclerini
tamamlarlar. Bu modifikasyonlar deaminasyon, glikasyon, oksidasyon ve proteolitik

islemeden olugmaktadir.

Deaminasyon proteinlerde siklikla goriilen asparajin ve glutamin residiilerinin
sirastyla aspartat ve glutamata deaminasyonu ile meydana gelen modifikasyondur. Bu
modifikasyon proteinlerin yikilma siireglerini ayarlamaktadir. Dolayisiyla bir
proteinin yar1 Omriinii kisaltabilirler. Bu gibi etkilerden dolayr deaminasyonun

proteinlerin biyolojik potansiyellerindeki etkileri gdze ¢arpmaktadir.

Glikasyon, indirgen sekerlerin karbonil gruplari ile proteinlerin amin veya lizin yan

zincirindeki amin grubu arasinda meydana gelen kondenzasyon reaksiyonudur.

Glikasyon ozellikle {iirlinde heterojenlik meydana getirmek ve {irlin saglamligini

etkilemek amaciyla rekombinant antikor hiicre kiiltiirleri sirasinda gosterilmistir (33).

Oksidasyon, teropotik bir protein olan antikorlarda ve biiyiime faktorlerinde bulunan
metiyonin amino asitinin oksidasyon reaksiyonu sonucu metiyonin siilfoksite
doniistiigli bir modifikasyondur. Bu reaksiyon hem protein kiitlesinde bir artisa hem

de yan zincirlerdeki metiyoninin polar olmasina yol acar. Oksidasyonun yalnizca
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metiyonin amino asitinde degil triptofan ve sistein amino asitinde de gerceklestigi

distiniilmektedir.

Proteolitik igleme hiicre disinda meydana gelen en yaygin modifikasyondur. Bu

reaksiyon Ozellikle enzim aktivasyonu i¢in oldukga gereklidir.

Rekombinant antikor modifikasyonunda agir zincirin C-terminaldeki lizin amino
asitinin ¢ikarilmasi en yaygin modifikasyondur. Bu sayede molekiiler kiitlede azalma
ve pozitif yiik ile yiiklenme meydana gelir. CHO, SP2/0 gibi memeli hiicre hatlarinda
iiretilen antikorlarda endojen karboksipeptidaz beta sayesinde bu reaksiyon

gerceklesmektedir. Ayrica bu bolgesel kesilmeler heterojenligi de arttirmaktadir.

GOLGI AYGITI HUCRE DISI

- oaas
==

(

>

+ Tirozin siilfasyon Deaminasyon

+ Disiilfit bag olusumu

*  Onciil peptitlerin + Glikasyon
*  Gamma _ islenmesi +  Oksidasyon
karboksilasyonu +  O-bagh glikozilasyon «  Proteolitik isleme
+ Beta hidroksilasyonu * Fosforilasyon
+  N-bagh glikozilasyon *  Amidasyon

*+ N-bagh glikozilasyon

Sekil 2.2. Post-translasyon ¢esitleri

2.2.2. Rekombinant protein iiretici sistemler ve klonlama ve vektor secimi

2.2.2.1. Rekombinant protein iiretici sistemler

Rekombinant protein iiretimini kolaylastirmak amaciyla bir¢cok prokaryotik ve
Okaryotik iiretici sistemler kullanilmistir. Ancak tiretimde ortaya ¢ikan teknik sorunlar

ve ekonomik sebepler nedeniyle parental protein iiretimde sadece bir kisim fiiretici
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sistemler kullanilmaktadir. Bunlar yaygin olarak E.coli, maya, memeli hiicre hatlari,

bdcek hiicre hatlari, transgenik bitki ve hayvanlardan olugsmaktadir (40).

Uretimi gergeklestirilen bu rekombinant proteinlerden yaklasik %50’si E.coli iiretici
sistemi kullanilarak geriye kalanin biiyiik bir kismi ise memeli hiicre hatlar
yardimiyla (CHO, yavru hamster bobrek hiicre hatti, HSO fare myeloma, SP2/0 hiicre
hatt1) iiretilmistir. Cok az miktardaki iiriin ise maya iiretici sistemleri kullanilarak
{iretim saglanmustir. Ornegin, Novo Nardisk’s sirketine ait olan insulin, hepatit B
ylizey antijenleri, rekombinant hirudin maya iiretici sistemi olan Saccharomyces

cerevisiae kullanilarak elde edilmistir (34).

Prokaryotik hiicrelere, maya iiretici sisteme ve memeli hiicre hatlarima ek olarak
transgenik hayvanlarin ve bocek hiicre hatlarinin kullanimi ile iiretilen rekombinant
proteinler de mevcuttur. Transgenik keci siitlinden elde edilen rekombinant insan

antitrobini olan atryn buna en giizel 6rnektir.

Rekombinant protein iiretimi temel olarak hiicre-i¢i (in-vivo), hiicre-dist (in-vitro)

tiretici sistemler ve kimyasal protein sentezi olarak 3 ana sinifa ayrilmaktadir.

Hiicre-i¢i protein iiretimi, geleneksel olarak iiretilmek istenilen proteinin DNA
kalibin1 igeren vektoriin tasiyict hiicreye aktarimi ve bu tasiyict sistemin kiiltiir
edilmesiyle birlikte daha sonra gerekiyorsa lizis asamalarindan sonra c¢esitli
saflagtirma  tekniklerinin  ardindan  saf protein elde etme siireclerini

kapsamaktadir(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Hiicre-igi protein liretimi

Hiicre-igi iiretici sistemler olarak prokaryotik, dkaryotik, bocek hiicre hatlari, memeli

hiicre hatlar1 ve transgenik bitki veya hayvanlar kullanilmaktadir.

Hiicre-dis1 protein iiretimi son yillarda gelismekte olan ve yiiksek verimlilikte
fonksiyonel protein iiretiminin gergeklestigi bir sistemdir. Bu sistem temel olarak
protein miihendisligi tekniklerinin kullanim1 ile protein dretimi icin gerekli
bilesenlerin eklenmesiyle (ribozomlar, translasyon faktorleri, amino acgil tRNA
sentetazlar ve tRNA) hiicre igine benzer bir ortam yaratilmasidir. Bu sistem hiicre-igi
sistemlerle kiyaslandiginda ¢ok daha hizli ve herhangi bir gen transfeksiyonu, hiicre
kiiltiirii ve protein saflastirma teknikleri gerektirmediginden avantajli olmaktadir.
Ancak endiistriyel iiretimde hiicre-dis1 protein liretimi kullanigh ve esneklikler igeren
bir uygulama olmasina ragmen ¢ok tercih edilmemektedir. Genel olarak hiicre-igi
protein iiretim tekniginde protein degredasyonu, agregasyonu ve kalip DNA kaybi
gibi sorunlara ragmen bu sistemin olduk¢a ucuz oldugu ve kullanilan sistemlere bagl

olarak verimli oldugu goriilmektedir (41).

Kimyasal protein sentezinde hiicre-i¢i sistemlerde karsilagilan bir¢cok biyolojik

kisitlamalardan kurtulunmaktadir. Kimyasal sentez iireticiye molekiiliin kovalent
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yapisinda arzu edilen degisiklikler yapilabilmesine olanak saglamistir. Bu sekilde
tiretilen proteinler oldukg¢a saf olmaktadir. Bunlara ek olarak sentezlenen proteinler
belirli bolgelerinden isaretlenebilirler ve iiretici sistemler i¢in toksik olan proteinler bu
yolla sentezlenmektedir. Bu gibi avantajlara ragmen oldukca kiigiik proteinlerin ve
peptitlerin sentezi yapilabilmektedir. Verimin oldukca diisilk olmas1 ve pahali bir
protein {iretim yolu olmas1 nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedir. Kimyasal sentez ile
tiretilen ilk protein 1901 yilinda Fisher’s tarafindan bir dipeptit olan glisin-glisin
olmustur. Daha sonraki yillarda solid-faz teknigi kullanilarak 1963’te Merrifield

tarafindan riboniikleaz A tiretilmistir (42).

1. Escherichia coli - prokaryotik rekombinant protein {iretici sistem,;

Bakteri ekspresyon sistemleri hem Okaryot hem de prokaryot orjinli heterolog
proteinlerin tiretiminde siklikla tercih edilen tiretici konaklardir. Bu sistemler 6zellikle
E.coli, Bacillus subtilis’den olugsmaktadir. Bunlara ek olarak Alcaligenes eutrophus ve
Pseudomonas’da kullanilmaktadir. Bu {iretici sistemler prokaryot olduklarindan
dolay1 Ozellikle insan proteinlerinin iiretiminde hem avantaj hem de dezavantaj

saglamaktadirlar.

Bakteriyel iiretici sistemler, bakterilerin kolay kiiltiire edilebilmeleri, hizli tiremeleri
ve yiiksek miktarda rekombinant protein tiretim kapasiteleri sebebiyle oldukga tercih
edilen sistemlerdir. Ancak prokaryotik sistemler kullanilarak {iretilen okaryotik
rekombinant proteinler molekiiler katlanmadaki eksiklikler ve prokaryotlarda
gerceklesmeyen post-translasyonel modifikasyonlar sebebiyle tam olarak fonksiyonel
tiretilememektedir. Bunlara ek olarak, ¢ok miktarda liretimi arzu edilen rekombinant
proteinler ¢oziinmez bir form olan inkliizyon cisimcikleri olarak tretilmektedirler.
Proteinlerin geri kazanilmasi amaciyla inkliizyon cisimciklerinin parcalayan agir
denatiirantlarin kullanilmas1 dolastyla verimin diismesi ve uygun olmayan katlanmalar

prokaryotlarin en biiylik dezavantajlarindandir.

Rekombinant protein {iretiminde en yaygin kullanilan mikroorganizma E.coli dir. Her
sistemde mevcut oldugu tlizere bu sistemde de degerlendirilmesi gereken avantajlar ve

dezavantajlar mevcuttur. Bu bakterinin kiiltiire edilme kolaylig1 ve genetik olarak
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modifiye alt tiirlerinin ¢esitliligi agisindan avantajl sistemdir. Ayrica kuru agirliginin
%80°1 kadar protein tiretimiyle hizl, diisiik maliyetli ve yliksek performansa sahip bir
sistem olmasiyla rekombinant protein iiretiminde ilk akla gelen sistem haline

gelmektedir.

Bakteriler genellikle kiiclik boyutlara sahip ve post-translasyonel modifikasyon
gerektirmeyen rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in miikemmel konaklardir. Ancak
kompleks ve biiyiikk boyuttaki proteinlerin iiretimi i¢in uygun degildirler. Birgok
proteinin biyolojik ve fizyolojik olarak fonksiyonel olmasi icin gerek duydugu
kompleks katlanmalar prokaryotik hiicrelerde mevcut degildir. Buna ek olarak, bir¢ok
okaryotik protein fonksiyonu i¢in zorunlu olan glikozilasyon gibi post-translasyonel

modifikasyonlar prokaryotlarda ger¢ceklesmez.

E.coli ekspresyon sistemi i¢in giiniimiizde bir¢ok ticari ve ticari olmayan ayrica ¢esitli
uygulamalar icin 6zel tasarlanmis promotor bolgeler iceren vektorler bulunmaktadir.
Bunlardan rekombinant protein {retiminde sik kullanilan T7 promotdrlu pET
ekspresyon sistemi (Novagen), APL promotor/cl represor (Invitrogen pLEX), Trc
promotdr (Amersham Bioscience pGEX) ve hibrit lac/T5 (Qiagen pQE)

promotorlerinin kullanildig: sistemler olduk¢a yaygindir (1).
Escherichia coli’de proteinler 3 formda iiretilmektedir;

+  Uretimi arzu edilen proteinin C-terminal ve/veya N-terminal ucundan his-tag
gibi bir floresans proteinle birlikte fiizyon protein olarak tiretilmesidir. Bu his-
tag kuyruklar {iretilen rekombinant proteinin immiinopresipitasyon gibi
calismalarda, saflagtirllmasinda, goriintiilenmesinde ve hiicre-dis1 proteazlara

kars1 korunmasinda yarar saglamaktadir.

¢ Uretilen proteinler periplazmaya veya besiyerine salinabilirler. Besiyerine
salman proteinlerin hiicre-i¢i proteazlar tarafindan degredasyon olasilig
azaltmakta ve dogru konformasyondaki proteinlerin besiyerine salinimiyla

saflastirmay1 kolaylagtirmaktadir.
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* Fazla miktarda rekombinant protein iiretiminde proteinler inkliizyon
cisimcikleri igerisinde ¢oziinmez formda bulunmaktadirlar. Bu durum protein
tagtyict hiicrenin proteazlarindan korunsa bile daha sonraki siireglerde
fonksiyonel protein eldesinde zorluklara ve miktar azliklarima sebebiyet

vermektedir.

Prokaryotik {iretici system olan E.coli’de N ve O-baglh glikozilasyon, yag asiti
acilasyonu ve fosforilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar mevcut degildir.
Bunlara ek olarak, yiiksek miktarda rekombinant protein sentezinde molekiiler
saperonlarin  eksikliginden dolayr eksik disiilfit bagi1 sebebiyle proteinlerin
konformasyonlarinda orjinalinden farkliliklar goriilmektedir. Bu gibi etkenler
proteinlerin ikincil, tersiyer ve kuaternal yapilarim etkiledigi igin iiretilen proteinin
fonksiyonel karakterinde, yar1 dmriinde, yapisinda ve ¢oziintirliigiinde degisikliklere

sebebiyet vermektedir.

E.coli sistemi kullanilarak {iretilmis rekombinant proteinler amino terminal uclarinda
metiyonin amino asiti bulundurma egilimindedirler. Bu durum proteinlerin

kararliligini etkilemekle birlikte immiinijenite yaratmaktadir (1,43).

Prokaryotlarda rekombinant iiretiminde karsilagilan bir diger sorun ise intraselliiler
ortamda var olan proteazlardir. Bu proteazlar elde edilen protein {irliniinde
degredasyonlara veya istenmeyen degisikliklere sebep olmaktadir. Bu durum, 6zel
olarak modifiye edilmis BL21 (DE3) veya E.coli B/r suslarinin seg¢imiyle
asilabilmektedir. Bu suslar Ion ve OmpT ad1 verilen iki adet proteazdan yoksundurlar.

Boylece iiretilen heterolog proteinin degredasyon olasilig1 aza indirgenir.

Gliniimiizde E.coli suslari, diisiik maliyetli ve yiiksek miktarda protein iiretebilme
kapasiteleri sebebiyle hem bilimsel caligmalarda hem de ticari olarak protein
tiretiminde siklikla tercih edilmektedir. Bu duruma verilebilecek en carpici 6rnek,
instilin ~ benzeri biiylime faktérii I (IGF-I)'in periplazmadaki inkliizyon
cisimciklerinden 8,5 g/L'ye kadar iiretimidir (44). Tez kapsaminda kullanilan E.coli

suslar1 asagida yer almaktadir (45):
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* K12 JM109 susu, genellikle transformasuon basari1 sansin1 artirmak ve basarili
tranformasyon gergeklestirmek amaciyla kullanilan bir sustur. Bu basar1 hedef
DNA'y1 istenmeyen sekilde kesen enzimlerden (endoniikleazlardan) kismen
yoksun olmasi1 ve kendi kromozomal DNA's1 ile hedef DNA sekansi arasinda
herhangi bir rekombinasyon yapma yetenegi bulundurmamasindandir. Bu
ozellikler genetik haritada endA- ve recA- olarak ifade edilir.
Transformasyonun kolay olmasinin yaninda j-galaktozidaz aktivitesine baglh
klonlamalarda, uygun transformatlarin se¢iminde rahatlik olusturacak mavi-
beyaz koloni se¢imine olanak verir. Ancak kromozomunda T7 RNAP geni
bulundurmadigindan T7 promotoruna bagli indiiksiyonlar i¢in uygun

degildirler.

* BL21 (DE3) susu, transformasyon basaris1 diistiktiir, ancak, indiiklenebilen bir
sustur.  Bu ylzden T7 promotoru kontroliindeki indiiksiyonlari,
kromozomunda lacUV5 promotoru kontrolu altindaki T7 DNA'ya bagimh
RNA polimeraz igerdiginden basarili bir sekilde gerceklestirmektedir. Ayni
zamanda lon ve ompT gibi proteazlar1 kodlayan genlerden yoksun olmasi

tiretilen proteinin stabilitesini saglamaktadir.

2.2.2.2. Klonlama ve vektor se¢cimi

Rekombinant protein iiretimi, molekiiler klonlama teknigi ve rekombinant DNA
teknolojisinin siklikla kullanildigi bir tekniktir. Rekombinant protein teknolojisi,
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak orjinal kaynagindan alinan hedef dizinin
cogaltilip homojen bir DNA popiilasyonu elde edilmesiyle birlikte bu hedef dizinin

tastyict sistemler yardimiyla yiiksek miktarlarda ifade edilmesidir.

Molekiiler klonlama, hedef DNA dizisinin izolasyonu ile ilgili dizinin konakg¢1 olarak
nitelendirilen bir bagka organizmaya aktarimi sonucunda ifadelenmesidir. Molekiiler
klonlama teknigi, diger bircok farkli DNA dizisi arasindan hedef gen dizisinin segilip
ifadelenmesine olanak saglamistir. Memeli hiicreleri gibi kompleks yapili
organizmalarda hedef gen dizisinin homojen olarak eldesi ve cogaltilmasi siireci

olduk¢a zorludur. Bu amacla hedef gen dizisnin ¢ogaltilmas1 hedef DNA dizisinin
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ifadesini artmasii saglayan islemler sonucunda uygun hiicrelerden total RNA
izolasyonu veya poly (A)+ mesajct RNA (mRNA) eldesi ardindan bu RNA'dan ters
transkriptaz enzimi ile komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi ile olmaktadir.
Hedef gen dizisinin elde edilmesinden sonra bu dizinin klonlanmasi proteini kodlayan
DNA sekanst ve vektoriin uygun tanima bdlgelerinden kesim yapan restriksiyon
endoniikleaz enzimleri yardimiyla kesilmesi ile olusan yapiskan uclar yardimiyla
uygun vektor ile hedef DNA dizisinin ligasyonu ile ger¢eklesmektedir. Hedef
sekansin ifadelenmesini saglayacak sekilde promotor bolgenin ardina klonlanmasiyla
olusturulan rekombinant vektdr uygun tasiyici hiicreye aktarilir ve hedef protein
tiretimi gerceklestirilir. Ancak bu siirecleri etkileyen bir¢ok faktdr bulunmaktadir.
Ayrica rekombinant protein {iretiminde kullanilan ekspresyon vektorlerinin
replikasyon orjini, antibiyotik diren¢ kaseti, ¢oklu klonlama bélgesi, transkripsiyon
promotor se¢imi, translasyon baglangic ve sonlanma bolgeleri gibi bazi ana 6zellikler
tiretimi etkilemektedir. Hedef DNA parcasinin klonlanmasini saglayan restriksiyon
kesim bolgeleri iceren ekstrakromozomal yapilar olan plazmitler, marker niteligi
tagiyan antibiyotik diren¢ kaseti gibi bdlgeler bulundurmalar1 yanisira tasiyici
organizmada rekombinant protein iiretiminin verimini belirleyecek kopya sayilari

dikkate alinmalidir.

» Kopya sayis1 ve antibiyotik direng kaseti

Ekstrakromozomal DNA molekiilii olan ve boyutlar1 1 kilobazdan 200 kilobaza kadar
degiskenlik gosteren molekiillere plazmit adi verilmektedir. Bakteri hiicrelerinden
izole edilen bu molekiiller genellikle halkasal olarak ikili sarmal yapidadir. Bu
ekstrakromozomal elementlerin  bakteriyel kromozomdan bagimsiz  olarak

replikasyonlar1 gerceklesir ve genetik olarak aktarilir.

Plazmitlerde replikon ad1 verilen bolgeler replikasyon baslangici (ori) ve kontrol eden
elementlerden olusan ve kopya sayisi ile yakindan iligkili olan genetik birimdir.
Plazmitlerde 30'dan fazla replikon tanimlanmasina ragmen molekiiler klonlamada
siklikla; kopya sayist 15-20 olan ve bakterilerin birbirleri ile rekabet etmelerini
saglayan kolisin adli bakteriyosinden adin1 alan colE1 replikonu ve bir digeri pMBI1

replikonu kullanilmaktadir. Bu plazmitler verim artisi saglamak amaciyla yillar
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icerisinde pMBI1/colE1 replikonu olarak modifiye edilmislerdir. Boylece yliksek
kopya sayili plazmitler molekiiler klonlamada bas1 ¢ekmektedir. Ancak her
klonlamada yiiksek kopya sayili plazmitler tercih edilmez. Gen klonlama
calismlarinda ytiiksek kopya sayili plazmitler avantajl géziikmesine ragmen genellikle
orta seviyede kopya sayili plazmitler tercih edilir. Cizelge 2.1'de plazmitler, igerdikleri

replikonlar ve kopya sayilart verilmistir.

Cizelge 2.1. Plazmit vektdrler tarafindan taginan bazi replikonlar

Plazmit |Replikon Kopya sayisi Referans

pBR322 |pMBI 15-20 Bolivar ve digerleri

pUC pMBI1'den 500-700 Vieira and Messing (1982,

modifiye 1987); Messing (1983);

Lin-Chao ve digerleri
(1992)

pMOB45 |pKN402 15-118 Bittner veVapnek (1981)

pACYC |pl5A 18-22 Chang ve Cohen (1978)

pSC101  |pSC101 ~5 Stoker ve digerleri (1982)

colEl colEl 15-20 Kahn ve digerleri (1973)

*  Coklu klonlama bolgesi

Polilinker adi ile de bilinen ¢oklu klonlama bdlgesi 20'den fazla restriksiyon kesim
bdlgesi iceren ve klonlama sirasinda hedef DNA dizisinin vektore eklenecegi plazmit
tizerindeki bolgedir. Bu bolgede yer alan restriksiyon endontikleaz tanima dizileri ile
acik okuma cercevesini bozmayacak sekilde ikili enzim kesimlerine maruz kalmis

hedef DNA dizisinin yerlesmesine olanak saglanir.

Coklu klonlama bolgesindeki restriksiyon endoniikleaz tanima bolgelerine gore
secilen restriksiyon enzimleri hedef DNA dizisi lizerinde tanima bdlgelerine sahip

olmamalidir. Boylece hem klonlanmak istenen DNA parcast hem de plazmit uygun
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enzimlerle kesilerek birbirlerine yapismaya uygun hale gelir. Ligasyon adi verilen

teknik ile bu pargalar birbirlerine yapistirilir ve rekombinat vektor olusturulmus olur.

Genellikle coklu klonlama bdlgeleri diren¢ kaseti ya da haberci (reporter) genin
basinda yer almaktadir. Boylece hedef DNA parcasni alan basarili bir rekombinant

plazmit igeren transformatlarin fenotipik olarak teshisi gergeklestirilir.

¢ Promotorlar

Rekombinant protein eldesinde iiretim kosullarini etkileyen ve kullanilan plazmitlerin
iizerinde bulunan transkripsiyonel promotorlar mevcuttur. Bu promotorlar protein

tiretiminin indiiksiyon agamasinda kritik rol oynamaktadir.

Genel olarak promotorlar transkripsiyonun baslamasi i¢in gerekli olan DNA bolgesi
olarak tanimlanmasina ragmen gerek prokaryotik (bakteri) gerek Okaryotik (maya)
promotorlarda kii¢iik farklar bulunmaktadir. Kendi aralarinda farkliliklar bulunduran
bakteriyel promotorlarin genel ¢aligma prensipleri birbirlerine benzemektedir. Bu
promotorlarin aktif sekilde calismasi igin iki ana motife ihtiyaglar1 vardir. Bunlar
transkripsiyon baslangi¢c bolgesi +1 kabul edildiginde bu bdlgenin {ist tarafinda yer
alan hayli korunmus -10 ve -35 bolgeleridir. RNA polimeraz (RNAP) bu bolgeleri
tantyarak DNA'ya baglanir ve transkripsiyonun baslamasini1 saglar. RNAP'in dogru
promotoru tanimasinda sigma faktorii olarak adlandirilan molekiiliin biiyiikk 6nemi
vardir. Sigma 70 adi verilen faktor RNAP enzimine baglanarak enzimi uygun
promotora yonlendirir ve transkriptin olusumu ardindan sigma faktorii RNAP'dan
ayrilabilir. RNAP''In mRNA uzatma isi ise terminator-sonlandirict bolgeye kadar siirer

ve o bolgeye ulagtiginda durur.

Rekombinant protein iiretim teknolojisinde hedef protein yeterli diizeyde iiretimi
amaciyla cesitli indiikleyici ajanlar varhiginda indiiklenen promotor sistemler
bulunmaktadir. Ortamda indiikleyici ajan bulunmadiginda hedef protein {iretimi ya
minimum ya da hic gerceklesmez. Bu sekilde farkli iretim diizeyleri secilen promotor
sistemlerine gore farklilik gostermektedir. Lac operonu bulundugu sistemlerde

ortamda herhangi bir indiikleyici ajan bulunmasa bile sizdirma olarak nitelendirilen
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minimum diizeyde transkripsiyon gerceklestirilir. Ancak arabinoz gibi operonlar ¢ok

daha siki sekilde kontrol edildiginden sizdirma gergeklesmez.

Promotorlar farkli c¢alisma esiklerine sahiptirler. Kimi operon c¢alisma esigi ¢ok
yiiksektir ve minimum diizeyde indiikleyici ajan varliginda bile maksimum giigte
caligarak hedef proteinin fazla miktarda liretimini saglar. Ancak kuvvetli ekspresyon
diizeyleri her zaman arzu edilen bir durum degildir. Uretimi gerceklestiren konakg1
sistemin bu {iretim ile basa c¢ikabilme kapasitesine sahip olmasi gerekmektedir.
Siklikla karsilagilabilecek olumsuz durumlar; proteinin asir1 miktarda iiretimi sonucu
toksik ozellik olusturmasi, konakg¢r sistemin bu iiretim hizina yetisemeyip proteinin

son halini almasini saglayacak sekilde katlanmasini gergeklestirememesi olabilir.

Rekombinant protein liretiminde siklikla kuvvetli promotorlardan olan T4 yada T7
bakteriyofajlarindan tiiretilmis olan promotor sistemleri kullanilmaktadir. Bu
promotorlar protein iiretimi sirasinda aktif hale getirecek olan laktoz ve laktoz
analogu olan galaktopiranozidler tarafindan indiiklenmektedir. Bakteriyel ekspresyon
sistemi olarak bu tez calismasinda kullanilacak laktoz analogu izopropil-p-D-
tiyogalaktopiranozit (IPTG) lac operonu indiikleyicisidir. Genellikle ¢oklu klonlama
bolgesine bitisik olan bu promotor sistemi T7 viral promotoru oldugundan oldukga
giiclidiir. Ancak bu promotor sadece viral T7 polimeraz varliginda ¢aligmaktadir.
Bakterinin kendi polimerazlari bu promotoru tanimamaktadir. Bu amagcla ¢ogu bakteri
susu T7 RNAP iiretemediginden kromozomal DNA' sinda bu enzimi iiretmesini
saglayan gen dizileri bulunan 6zel B serisi suglar1 (BL21 (DE3) gibi) kullanilir. Bu
seri disindaki kullanimlarda ya enzim bakteriye enjekte edilmeli yada disaridan

verilmelidir.

Giicli  bir promotor olan T7 promotorunun operonunda baz1 0Ozel diziler
bulunmaktadir. Bunlar represor, promotor, operotor, terminator ve hedef gen dizisidir.
Laktoz operonunun asil hedefleri olan lacZ, lacY ve lacA ortamda laktoz varliginda
ifadelenen genlerdir. Bu hedef genlerden lacY, laktozun hiicre igerisine alinmasi i¢in
gerekli olan permeaz enzimini; lacZ, laktozu glikoza ve galaktoza parcalayan B-
galaktozidaz enzimi ve lacA ise laktoz metabolizmasinda olusan artik {irtinlerin

hiicreden uzaklastirilmas1 sirasinda galaktosit sekerlerinin asetillenmesini saglayan
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transasetilaz enzimini kodlar. Normal sartlarda ortamda laktoz bulunmadiginda
gereksiz yere hiicre kaynaklarinin tiikketilmemesi i¢in bu promotor calistirilmaz. Bu
promotorun baskilanmasin1 saglayan gen ise lacl genidir. Bu genin {iriinii
promotordaki operatdr dizilere baglanarak RNAP'in promotora baglanmasini engeller.
Ancak ortamda IPTG gibi bir sekerin varliginda lacl geninin fonksiyonu engellenir.
Boylece RNAP sigma faktoriiniin baglanmasiyla aktif hale gelir ve hedef geni de
iceren transkripsiyon bolgesinin ifadelenmesini saglar. RNAP promotora
baglanmasinin ardindan sigam faktor ayrilir ve kisa mRNA transkriptini sonlandirict
bolge olan terminator dizisine kadar devam ettirir. Yapilan calismalarda ortama
indiikleyici olarak laktozun yerine IPTG koyulmasi, sistemde tiikenmeden tutulacak

ve operonun ¢alismasinin devamliligini saglayacaktir.

¢ Kodon tercihi

Rekombinant ekspresyon sistemlerinde basarili bir iiretim yapmak amaciyla
degerlendirilmesi gereken bir diger konu veya sorun ise sistemlerin kodon
tercihleridir. Her amino asit birden fazla kodon tarafindan kodlandig1 i¢in her canlinin
belli bir kodona yonelimi ve o kodona 6zgii t-RNA iiretimi digerlerine gore daha fazla
olmaktadir. Ancak yabanci bir protein liretiminde kullanim siklig1 az olan bir kodonla
karsilagildiginda canli o kodona 6zgili t-RNA miktarinda dar bogaza girmektedir. Bu
durum tiretilmek istenilen protein geninde gerceve kaymasi sebebiyle veya iiretimde
yanlis amino asit eklenmesiyle mutasyonlar, tamamlanmamis translasyon sonucu
eksik peptitler veya hiicre 6liimiiyle sonu¢lanmaktadir. Karsilagilan sorunlari ortadan
kaldirmak amaciyla gelistirilen ¢esitli yaklasimlar mevcuttur. Bunlardan birincisi 6zel
aksesuar plazmitler ile kullanim siklig1 az olan kodona 6zgii t-RNA'nin kopya sayisini
arttirmak veya BL21 (DE3) tastyici hiicresi gibi dkaryotik proteinlerin tercih ettigi
ancak FE.coli'de nadir kullanilan kodonlarin iiretimi arttirilmis genetik olarak modifiye

suslar kullanmaktir.

* Pet ekspresyon sistemleri

Rekombinant protein liretiminde ticari olarak kullanilan farkli promotor igeriklerine

sahip sistemler bulunmaktadir. Tac promotoru iceren pGEX, aeaBAD (arabinoz)
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promotoru igeren pBAD ve Trc promotorlu pTrc 6rnek verilebilir. Bu tez ¢alismasinda
bakteriyel sistemde rekombinant protein liretmek amaciyla kullanilacak ve ticari
olarak ¢ok sik tercih edilen sistem T7 promotorlu ve lac operator sistem bazli pET
sistemleridir. Bu tezde kullanilacak olan pET-28a plazmit vektorii, klonlamada ve
rekombinant protein lretiminde kullanilacak olan vektordiir. Vektor iizerinde lac
represOr proteinini kodlayan lacl geni, T7 promotoru, lac operator bolgesi, ¢coklu
klonlama bolgesi, kanamisin direng kaseti, flve colE1 replikasyon orijinleri
bulunmaktadir. Klonlanmak istenen hedef gen T7 promotoru ve lac operator bolgenin
5" ucuna klonlanir. BL21 (DE3) susunda lacUVS5 promotor kontrolundeki operonun
onlinde T7 RNAP bulundugundan IPTG ile indiiklenen lac promotoru ile enzimi
olusturacak gen ifadelenir. Boylece ortamda T7 RNAP bulundugunda ve lac operonu
engellenmediginde pET vektoriinde bulunan hedef gen mRNA'ya transkripsiyonu olur
ve sonrasinda istenen proteinin translasyonu gerceklesir. Pet sistemlerinde bulunan
alt1 histidinin yanyana gelmesiyle olusan 6xHis isaretiyle veya amino terminaline

eklenen 6xHis isaretleri protein saflastirma siire¢lerinde kolaylik saglar.

2.2.2.3. Protein saflastirma yontemleri

Biyoteknolojide rekombinant protein iiretim basamaklarindan bir digeri iiretilen
proteinin saflastirilmasidir. Bu amagcla giiniimiizde birgok teknik gelistirilmis ve halen
gelismektedir. Protein saflagtirma teknikleri tek basamaktan ¢oklu basamaklara kadar
cok yollu olabilmektedir. Genellikle arzu edilen safliga ulasmak amaciyla birden fazla
yol tercih edilir. Bu sistemlerde temel olan en etkili yontemin se¢ilmesiyle maksimum
verim, minimum saflastirma basamagidir. Her saflastirma basamaginda elde edilen
proteinin verimi diismektedir. Bu ylizden en akilci yontem ile arzu edilen protein
verimi saglanmalidir. Gliniimiizde kullanilan birgok protein saflagtirma yontemi
aslinda kromotografinin bir c¢esitidir. Ancak bununla birlikte diger saflastirma
teknikleri de mevcuttur. Farkli kromotagrafi tekniklerinin kullanilmasi ve bunlarin

kombinasyonlari saf protein elde etmek amaciyla siklikla kullanilir.

Kromotografi biyolojik bilesenlerin saflastirilmasinda ve teshis edilmesinde tercih
edilen giiclii tekniklerden biridir. Kromotografi temelinde bir karisim igerisinde

bulunan hareketli molekiillerin birbirine karigmayan hareketli ve sabit faz olarak
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adlandirilan iki faz kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig1 ayristirma
yontemlerine verilen genel isimdir. Kromotografide bircok degisik metod
bulunmasiyla birlikte bu metotlar sabit fazin fiziksel yapisina, hareketli ve sabit fazin
dogasina ve ayristirma mekanizmasina gore belirlenir. Protein saflastirilmasinda
tercih edilen ve ayrisma mekanizmasina bagl olarak belirlenen kromotografi cesitleri;
absorbsiyon kromotografisi, partisyon (dagilim) kromotografisi, jel filtrasyon, afinite

ve iyon degisim kromotografisidir.

Tez kapsaminda kullanilacak afinite kromografisi metoduna ait metal selat afinite

kromografisi agiklamasi:

Oldukga hassas secicilige sahip olan afinite kromografisi genel olarak antijen-antikor,
enzim-substrat, ilag-reseptor gibi  hassas  etkilesimlere dayanir.  Afinite
kromotografisinde ayirimi arzu edilen protein yada protein gruplari ile spesifik
ligandlar1 arasindaki tersinir etkilesime dayanan bir metottur. Hedef protein uygun
kosullarda sabit fazda bulunan spesifik ligandina tersinir olarak baglanmaktadir.
Baglanamayan proteinler hareketli fazla birlite akip giderler. Tutunan hedef
proteinlerin salinimai ise spesifik olarak liganda yarismali olarak baglanma saglayacak
molekiillerin verilmesi ile veya spesifik olmadan yalnizca pH gibi ortam kosullarinin

degistirilmesi ile olmaktadir. Boylece hedef protein saf sekilde elde edilmis olur.

Afinite kromografisi; immiinoafinite, hidrofobik etkilesim kromotografisi, kovalent
afinite ve immobilize metal selat afinite gibi birgok teknik biinyesinde
barindirmaktadir. Bu tez kapsaminda immobilize metal selat afinite kromotografisi
tercih edilmistir. Bu yontem 0Ozellikle teropdtik proteinlerin, peptitlerin, niikleik
asitlerin, hormonlarin ve enzimlerin saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Hedef
proteinler metal iyonlarma karsi olan afiniteleri kullanilarak saflastirilir. Bu ayirim
tekniginde, lewis asiti olarak adlandirilan ¢ift elektron alicis1 olan metal iyonlar1 ile
proteinlerin yiizeyinde bulunan elektron verici atomlar (N, S ve O) arasindaki
etkilesim ile olmaktadir. Bu etkilesim 6zellikle proteinlerde bulunan histidin amino
asitinin imidazol grubu, triptofan amino asitinde bulunan indol ve sistein amino
asitindeki thiol gruplari ile olmaktadir. Her proteinin metal selat olarak kullanilacak

divalent veya trivalent katyonlara ilgisi farklidir. Siklikla kullanilan divalent katyonlar
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Fe?, Co? Ni?, Cu?, ve Zu?dir. Bunlar disinda trivalent katyon olarak Fe® ve Al*'de

kullanilmaktadir.
2.3. Deney Tasarim

Rekombinant protein iiretimi bircok faktdriin liretimin veriminde etkili oldugu
deneylerde maksimum verimde fonksiyonel protein elde etmek amaciyla etkili
faktorlerin ~ belirlenmesi  ve bunlarin  optimal degerlerinin  tespit edilmesi
gerekmektedir. Istatistiksel deney tasarim ydntemleri etkili sekilde deneyin
planlanmasmi ve istatistiksel olarak anlamli faktorlerin belirlenmesinde oldukca

etkilidirler.

Deney tasarimi birgok deneysel teknigin kullanilmasiyla deney ile ilgili bilgi edinme
sistemlerinin timiinii igermektedir. Bu yoOntemler, kimyasal formiilasyonlarin
olusturulmasi, yapilarin, bilesenlerin ve materyallerin degerlendirilmesine kadar
birgok konuda siklikla kullanilmaktadir (46). Ozellikle bio-miihendisligin ¢alisma
konularindan olan enzim iretimi, hiicre kiiltiirii ve protein, lipid ve aromatik
bilesiklerin iiretiminin yapildig1 endiistriyel biyolojide tercih edilen gilivenilir ve

basarili bir yontemdir.

Yapilan deneysel c¢alismalarda deney sonucu degisik faktorler tarafindan
etkilenmektedir. Bu sebepten bu parametrelerin optimize edilmesi gerekmektedir.
Ancak yapilan calismalarda diisik maliyet ve maksimum verim alinmasi
gerekmektedir. Deney tasarimi deney igerigindeki siirecleri optimize ederek en etkili
sekilde hedefe ulasilmasimi saglamaktadir. Istatistiksel yontemden farkli olarak
kullanilan klasik deneysel yaklasimlarin kullanilmasiyla yapilan ¢alismalarda etkili
faktorlerin ve optimal degerlerinin belirlenmesi i¢in, bir faktoriin belirli bir deger
araliginda degistirilerek diger faktorlerin sabit tutulmasi gerekmektedir. Bu durum
deney sayisimi ¢ok artirmakta ve faktorlerin birbirleriyle olan iligkilerinin
aragtirllmasimi  giic  kilmaktadir. Ancak istatistiksel yaklasim olan deneysel
tasarimlarda zaman ve maliyetten tasarruf saglayacak sekilde deney sayisini

belirleyebilen yontemler mevcuttur. Genellikle kullanilan deney tasarim yontemleri;
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tam faktoriyel dizayn, kismi faktoriiyel dizayn, Plackett-Burman, Taguchi, Box-
Behnken ve merkez kompozit dizayn (CCD)'dan olugsmaktadir (46,47). Yapilan bu tez
calismasinda deney tasarimi ve veri analizleri iki seviyeli kismi faktoriyel dizayn

olan Plackett-Burman ve Box-Behnken dizaynlar1 kullanilarak yapilmistir.

2.3.1. Plackett-Burman tasarimi

Plackett ve Burman tarafindan 1946 yilinda gelistirilen bu tasarim “Hadamard
Matriks tasarim1” olarak da bilinen iki seviyeli kismi faktoriyel tasarimdir (48). Kismi
faktoriyel dizaynlar1 tam faktoriyel dizaynlardan farkli yani, kismi faktoriyel
tasarimlarda iyi sonug¢ almmasi igin faktdr ve seviyelerin oldugunca az sayida
tutulmasina gerek olmamasidir. Ozellikle bio-miihendislik sistemlerinde etkili
faktorlerin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Plackett-Burman klasik deneysel
yaklagimlardan farkli olarak deneydeki tiim faktorlerin degerlendirilmesini ve degisik
kombinasyonlarinin olusturulmasini saglamaktadir. Boylece pek ¢ok potansiyel faktor
arasindan Onemli faktorlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Amag kisith sayida
olan bagimli degiskenlerin varyansini azaltarak L seviyede bagimsiz degiskenlere
(faktorler) bagli hesaplanan bazi degerlerin birbirine bagli olup olmadigini anlamak
icin yapilan deney tasarim kosullarini elde etmektedir. Ancak bu tasarimda faktorler
arasi etkilesim ihmal edilmektedir. Faktorler arasindaki etkilesim ihmal edilemedigi
durumlarda bu tasarim, kesin ana etmen ve kesin etkilesimler arasindaki farki

tanimlamaya izin vermemektedir. Bu durum bozucu etmen (aliasing) olarak

adlandirilir (46,47).

Plackett-Burman tasarimi faktdr ve seviye saymin azaltilmadigi, ancak deney
sayisinin az tutulmasina izin veren bir tasarimdir. Bu tasarim ile zaman ve maliyetten
tasarruf saglayacak sekilde deney sayisi belirlenebilmektedir. Bu tasarimda N sayida
deney i¢in en fazla N-1 adet faktorle calisilabilmektedir. PB tasarimlari 4'e
boliinebilen herhangi bir sayiyla uygulanabilmektedir. Eger 2-7 arasinda faktore sahip
bir deney olusturulacaksa 12, 16, 20 ... 40'a kadar gozlem sayisina sahip PB

tasarimlar1 yapilabilmektedir.

PB tasariminda faktorlerin etkileri y yanit, B, sabit, B, lineer katsay1 ve x, kodlanmig
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faktor seviyelerini gostermek iizere birinci dereceden polinamiyal denkleme

koyularak deney sonuglari elde edilir (Sekil 2.4).

k
Vv — i‘j | Z J]r-'-'r
=1

Sekil 2.4.Birinci dereceden polinamiyal denklem

Iki seviyeli durumlarda (L=2) 1 veya -1 (Hadamard matriks) olarak ortogonal matriks
olusturulur. Bu metod 4'lin katlarinda N sayida deney igeren matrikslerin

olusturulmasinda kullanilabilir.
2.3.2. Box-Behnken tasarimi

Iki seviyeli kismi faktdriyel tasarim olan PB tasarimi onemli faktdrlerin
belirlenmesini saglasa bile faktorlerin birbirleriyle olan iligkilerinin ve optimize
kosullarin elde edilmesini garanti etmemektedir. Bu amagla PB tasarimindaki bu
eksiklik yanit yiizeyi analiz metodu (RSM) kullanilarak giderilir ve optimal kosullar
elde edilir.

BBD, 3 seviyeli kismi faktoriyel tasarim olarak Box ve Behnken tarafindan
gelistirilmis ve yanit yiizeyi analizinin yapilmasina olanak saglayan istatistiksel bir
yontemdir (49,50). Iki seviyeli kismi faktoriyel tasarimda belirlenen ve yeterli oldugu
analiz edilen faktorler bu polinamiyal model ile 3 seviyeli analize tabi tutulur.
Boylece bu faktorlerin cesitli kombinasyonlariyla istatistiksel olarak anlamli optimal
seviyeler tespit edilir. Bu analizin getirdigi avantajlar; 3 seviyenin -1 (distik), 0 (orta)
ve +1 (yliksek) olarak kodlanmasi, ikinci dereceden bagimsiz tasarim olusturma ve
sonuclarin kolay bir sekilde diizenlenmesi ve yorumlanmasidir. Bu analiz 6zellikle
giivenilir bir sonu¢ verdigi ve deney sayisini azalttigi i¢cin oldukg¢a sik tercih

edilmektedir (46,48).
BBD analizinde faktorler ve yanitlar1 arasindaki korelasyon ikinci dereceden
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polinomiyal denklem ile elde edilmektedir. Y faktor yanitini, x, X; bagimsiz faktorleri,

Bo sabiti, B;1 lineer katsayi, i1 ikinci dereceden katsay1 ve P31 etkilesim katsayisini
belirtmektedir (Sekil 2.5).

Y — o+ Z X Z fffo I Z 15X Xi

Sekil 2.5.ikinci derecede polinamiyal denklem
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3. GEREKCE VE AMAC

Saglik alaninda hastalara verilen hizmetlerin kalitesi, saglanan tan1 ve tedavi
seceneklerinin cesitliligi ile yapilan bilimsel arastirmalarin niteligi, biyoteknoloji

alanindaki ilerlemeler ile paralellik gostermektedir.

Saglik alaninda teknoloji gelistirmek, ciddi bilgi birikimi ve yatirima gereksinim
duymaktadir. Bu gereksinimler 6zellikle bilgi birikimi nedeniyle sektdr ¢ogunlukla
gelismis iilkelerin ellerinde bulunmaktadir ve bu durum iilkemizi biiyiikk bir maddi
yiike sokmaktadir. Peptid yapidaki ilaglarin (biyofarmasétiklerin) tan1 ve tedavide
yogun olarak kullanilmaya baslamasi, modern biyoteknolojinin yasamimiza getirdigi
onemli yeniliklerden birisi olan rekombinant protein eldesine ayri bir Onem
kazandirmaktadir. Thtiyag duyulan proteinler, dogal kaynaklardan saflastirilmaya ve
elde edilmeye calisildiginda beklenilen verim g¢ogunlukla alinamamaktadir. Bu da
standart formiilasyon hazirlanmasinda maliyetlerin ¢ok yiikselmesine neden
olmaktadir. Ayrica, insan dis1 organizmalardan elde edilen {iriinlerde immiinojenite
sorun yaratirken, insan kaynakli {riinlerde ise, enfeksiyon riski tamamen ortadan
kaldirilamamaktadir. Tim bu nedenler 1ile kullanilacak biyofarmasétiklerin,
tanimlanmis kosullarda mikrobiyal fabrika hiicrelere sentezlettirilmesi, yani heterolog

rekombinant olarak {iretilmesi en uygun alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yukarida belirtilen sebepler g6z Onilinde bulunduruldugunda iilkemizdeki bu
eksikligin giderilmesi ve maddi yiikiin hafifletilmesi amaciyla bu ve benzeri terapotik
rekombinant proteinlerin iiretim siireclerine iliskin bilgi birikiminin artirilmasina
yonelik galismalar 6zel olarak ele almmalidir. Ozellikle interferon gama ve alfa gibi
tipta tedavi amaclh kullanilan peptidlerin rekombinant olarak sentezlettirilmesi ve
biyoaktif formda saflastirilabilmesi siireclerinin optimizasyonu ¢ok biiyiik bir dnem

arz etmektedir.

Bakterilerin yer aldig1 prokaryotik iiretici sistemleri kullanarak rekombinant protein
tiretimi  biyoteknoloji alaninda son zamanlarda dikkatleri iizerine g¢ekmektedir.
Bakteriler gerek uygun indiiksiyon kosullarinin bulunmasi, gerek basit ve pahali

olmayan kiiltiir ortamlarinda rahatlikla iiretilebilmesi rekombinant protein iiretiminde
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endiistri i¢in her zaman elverisli olmustur. Proteinler yasam icin gerekli olan yapisal
ve diizenleyici molekiillerdir. Giiniimiizde interferon gamma gibi bazi proteinler

terapdtik olarak da kullanilmaktadirlar (51).

Interferon gama (IFN-y) veya tip-2 interferon, hiicre-ici bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara kars1 ve tiimor kontrolunde dogal ve kazanilmis bagisiklik sisteminde
kritik bir rol oynayan sitokin olarak da bilinen, glikoproteinlerin en biiyiik smifi
icerisinde yer almaktadir. IFN-y, 6nemli bir makrofaj aktivatorii olmasinin yani sira,
viral replikasyonu engellemekte, bagisiklik sistemini indiikleyici ve diizenleyici
etkiler gostermektedir. [IFN-y'nin, agirlikli olarak dogal bagisik yanitin bir pargasi olan
dogal oldiiriicti hiicreler ve kazanilmis bagisik yanitin bir pargast olan CD4+ Tip-1
yardimc1 T (Thl) lenfositler ve CD8+ sitotoksik T (CTL) lenfositler tarafindan
iiretildigi bilinmektedir (52).

IFN-y ile yapilan klinik ¢alismalarda kronik graniilomatdz hastaliklarda tedavi edici
bir ajan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayn1 zamanda IFN-y'nin osteopetrozis
tedavisinde oldukga etkili bir teropdtik ajan oldugu gosterilmistir (53).interferon
gama, bagisik yaniti, immiin sistem ile ilgili genlerin transkripsiyonel diizenlenmesi
yoluyla kordine etmektedir. Bunlarin igerisinde patojen taninmasinda artis, antijen
isleme ve sunum, antiviral etki, 16kosit trafigi ve apoptosis mekanizmasi lizerindeki
etkileri gibi bagisiklik sistemi i¢in olduk¢a 6nemli hiicresel etkileri bulunmaktadir
(4,7). Bunlara ek olarak, aksesuar hiicreler olan monositlerin ve makrofajlarin
aktivasyonu T hiicrelerden saliman IFN-y gibi sitokininler ile yapilmaktadir. Bu
aksesuar hiicreler hem dogal bagisiklik sisteminde hem de yiiksek 6zgiilliige sahip
kazanilmis bagisiklik sisteminin cevabinin olusturulmasinda olduk¢a Onemli araci
molekiiller olugslar1 sebebiyle c¢ok biiyiik bir O6neme sahiptirler (54). Biyoaktif
rekombinant IFN-y'nin {iretim siire¢lerinin gelistirilmesi, endiistrinin talep ettigi bu ve
benzeri ilag olarak kullanilabilecek fonsiyonel peptitlerin iiretim siireglerinin de
gelistirilmesi ve iyilestirilmesi i¢in gerekli bilgi birikimine katkida bulunacaktir. Bu
yilizden hem tip hem biyoteknoloji alaninda rekombinant proteinler hayat kurtarict ve
tedavi edici 6zellikleri sebebiyle onemli bir yer teskil etmektedirler. Ne yazik ki, insan

proteinlerinin hastaliklarin tedavisindeki Onemi uzun zamandan beri biliniyor
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olmasina ragmen, insan dokularindan sadece ¢ok kii¢ilk miktarlar elde
edilebilmektedir. Bununla birlikte, teropdtik kullanim i¢in yeterli miktarda kaliteli
insan proteini iiretmek biyoteknoloji sayesinde artik miimkiindiir. Ancak yurt-dist
kaynakl1 olan bu rekombinant proteinlerin kullanimlar1 tilkemize ¢ok ciddi maddi bir
yiik getirmektedir. Ulkemizde biyofarmasétik dzellikte rekombinant insan proteini
tiretimi konusundaki bilgi birikiminde eksiklikleri géz 6niinde bulundurdugumuzda
biyoaktif rekombinant insan IFN-y iretimi biliyiik 6nem arz etmektedir. Uzun
donemde, ilag olarak kullanilabilecek fonksiyonel rekombinant insan interferon Gama
prototip calismalariyla elde edilen teknolojik birikim ve deneyim sayesinde bu ve
benzeri teropdtik rekombinant proteinlerin bakteri tiretici sistemler kullanarak biiyiik

miktarlarda ve ucuz olarak iiretilip tedavi maliyetlerini azaltmak hedeflenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, rekombinant insan IFN-y iiretimi, bakteri ekspresyon sisteminde
denenecektir. Bu amacla elimizde bulunan Escherichia coli konak hiicreleri ve uygun
ekspresyon vektori kullanilacaktir. Rekombinant proteinin iiretim ve saflagtirma
stireclerinin optimizasyonu, her asamada poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) ve
western blot ile dogrulanacaktir. Prokaryotik iiretici sistemden elde edilip saflagtirilan
rekombinant insan IFN-y proteini etkinlik deneyi IFN-y ile muamele edilmis SH-
SYS5Y insan noroblastom hiicre hatti kullanarak siipernatantlardaki Clq diizeyleri

sandvi¢ ELISA teknigi ile tayin edilecek ayni1 zamanda MTT testi uygulanacaktur.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Bakteri suslar ve plazmit

Tez ¢alismasinda interferon gama iiretimi amaciyla bakteri konakg¢i hiicresi olarak
E.coli (K12) bakterisine ait olan suslar kullanilmistir. E.coli klonlanma ve protein
tiretimi gibi konularda iiretim kolaylig1 ve diisiikk maliyet sebebiyle siklikla tercih
edilmektedir. Hedef genin iiretiminde klonlama asamasindan sonra transformasyon
verimini artirmak amaciyla 6ncelikle E.coli'nin JIM109 susu tercih edilmistir. JM 109,
endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—, mk+), relAl, supE44, A( lac-proAB), [F’
traD36, proAB, laqlqZAMI15] genotipine sahiptir. Zengin icerige sahip olmayan ve
maliyetsiz besiyerinde kolayca iireme yetenegine sahiptir. Ancak, ekspresyon
deneylerinde kullanima uygun bir sus degildir. Bu amagla tez kapsaminda, bakteri
konakg¢1 hiicresi kullanilarak IFN-y'nin ekspresyonu BL21(DE3) susu kullanilarak
gerceklesmistir. BL21 (DE3), F—, ompT, hsdSB (rB—, mB-), dcm, gal, A(DE3), pLysS,

Cmr.genotipine sahiptir.

Tez ¢alismasinda kullanilan vektor pET-28a vektoriidiir (Sekil 4.1). Interferon gama
proteinini kodlayan genin eldesi amaciyla, NK3.3 hiicrelerinin, U937 makrofaj hiicre
hatt1 ile kokiiltiirii yapilmustir. Interferon gama geninin ifadesinin indiiklenmesi igin
ortama Escherichia coli O157:H7 lipopolisakkaridinin fenol ekstrakti eklenerek 6 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan hiicrelerden RNA izolasyonun ardindan ters
transkriptaz enzimiyle cDNA eldesi sonucunda uygun primerler yardimiyla polimeraz
zincir tepkimesi (PZT) ile elde edilip klonlanmistir. Tez kapsaminda bakteriyel iiretici
sistemler yardimiyla iretimi gergeklesecek interferon gama proteini, pET-28a
vektoriine yapilan klonlama kullanilarak yapilmistir. IFN-y'nin klonlama islemleri ise
tizerinde N-terminal histidin, trombin ve T7 promotor bdlgesi bulunan, kanamisin
diren¢ kasedine sahip PET ekspresyon sistemlerine mensup pET-28a vektorii ile

yapilmustir.
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(158) PspXI - Xhol BStZI - Notl (166)

(80) BlpI HindIII (173}
(5127) Dralll Sall (179)
(4999) Psil [ =
EcoICRI (188}
SacI (190)
EcoRI (152)
BamHI (198)
Mhel (231}
BmtI (235)
Ndel (238)
thrambin site
BxHis
(4426) Pwul - Sgfl Ncol (286)
(BTG
(4300) Smal RBS
(4298) Xmal Xbal (335)
lac operatori
T7 promaoter
(4117) Clal BglII {401}
(4083) Nrul Sgral (442)
Bbul - Sphl (593)
BEtAPT (80%)
Miul {1123}
Bell* (1137)
BstEIT (1304)
NmeAIIT (1323)
(3772) Acul PspOMI (1330)
Apal (1334)
BssHIT ([1534)
(3840) AlwNI EcoRV (1573
Hpal (15629}
(3397) BssSI PshAI [19568)
(3224) Peil Bogll (2187
(31068) BspQI - Sapl Fspl - FspAl (2205)
(3028) Tatl PpuMI (2230)

(2095) BstZ171
(2969) Tth11ll

Sekil 4.1.pET-28a vektori

4.1.2. Tampon ve ¢ozeltiler

4.1.2.1. Bakteri kiiltiir ortam, besiyerleri

Tez kapsaminda kullanilan E.coli suslarimin devamlili§i Luria-Bertani (LB) siv1 ve
kat1 besiyeri kullanilarak yapilmistir. Transformasyon ve ekspresyon oncesi besiyeri
olarak, zenginlestirilmis SOC besiyeri kullanilmistir. Klonlama sirasinda ve
sonrasinda vektore uygun secici antibiyotik kullanilmistir. Bakteri vektorii olan
pET28a i¢in 50 pg/ml calisan konsantrasyona sahip kanamisin secici antibiyotigi
kullamilmistir. Bakteri kiiltiirlerinin inkiibasyonu 37°C sicakliginda, ekspresyonu ise

37°C, 29.5°C ve 22°C sicakliklarinda yapilmustir.
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Cizelge 4.1. LB s1v1 besiyeri igerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya S g/l

NaCl 0.5 g/l

NaOH 0.001 N

Cizelge 4.2. LB kat1 besiyeri icerigi

Malzeme (Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya S g/l

NaCl 0.5 g/l

Agar 15 g/l

NaOH 0.001 N

H,O
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Cizelge 4.3. LB-kanamisinli kat1 besiyeri icerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya S g/l

NaCl 0.5 g/l

Agar 15 g/l

NaOH 0.001 N

Kanamisin 0.05 mg/ml

H,O
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Cizelge 4.4. SOC besiyeri igerigi

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
Tripton 20 g/l
Maya S g/l
Agar 15 g/l
NaCl 0.5 g/l
NaOH 0.001 N
KCl 0.003 M
Glukoz 0.020 M
MgSO, 0.010 M
MgCl, 0.010 M
H,O

Cizelge 4.5. Bakteri ekspresyon besiyeri icerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon

Tripton %1

Fosfat ~ Tamponu  pHO.1 M

7.5/5.5

IPTG 0.0002 M
Kanamisin 0.050 mg/ml
LB

Kullanilacak antibiyotik, magnezyum kloriir, magnezyum siilfat, glukoz ve kalsiyum
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kloriir disindaki tiim malzemeler birlikte otoklavlandiktan sonra steril bir sekilde
besiyerine eklenmelidir. Tiim besiyerleri 121°C'de, 15 dakika, 1 atmosfer basing
altinda otoklavlanmigtir. Agar besiyerleri ise polimerlesmeyecek kadar sogutulduktan

sonra steril ortamda petrilere, her petriye 15 — 20 ml olacak sekilde dagitilmistir.

4.1.2.2. Niikleik asit izolasyonu ve saflastirilmasi

Cizelge 4.6. Alkalen lizis I ¢ozeltisinin icerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl (pH 8.0) 25 mM
Glukoz 50 mM
EDTA (pH 8.0) 10 mM

Cizelge 4.7. Alkalen lizis II ¢ozeltisi igerigi

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
NaOH 02N
SDS %1

e Bu ¢ozelti taze hazirlanip kullanilmalidir.

e Once NaOH, suya eklenir. Sonrasinda

tizerine SDS yavasca koyulur.
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Cizelge 4.8. Alkalen lizis III ¢ozeltisi icerigi

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
Glasiyel Asetik Asit 11.5 ml

SM Potasyum Asetat 60 ml

H,O 28.5 ml

Cizelge 4.9. Guanidin bazli saflagtirma tamponu

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Na,SOs 50 mM

GuHCl SM

Sodyum Asetat pH 5.2 21.5 mM

Bromtimol Mavisi 0.2x

H,O

Cizelge 4.10. Segici niikleik asit saflagtirmasi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl pH 7.2 5 mM

EDTA 0.5 mM

PEG-6000 %13

MgCl, 10 mM

H,O
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4.1.2.3. Agaroz jel elektroforezinde kullamilan tamponlar

Cizelge 4.11. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon stok ¢ozeltileri

Tampon

Hazirlanan
Stok

Malzemeler

1 It i¢in

TBE

5X

Tris Baz

S4 g

Borik Asit

275 ¢g

EDTA (0.5
M) (pH 8.0)

20 ml

TAE

50X

Tris Baz

242 g

Glasiyel
IAsetik Asit

54.1 ml

EDTA (0.5
M) (pH 8.0)

100 ml
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4.1.2.4. Transformasyon cozeltileri

Cizelge 4.12. Bakteri transformasyonunda kullanilan TSS igerigi ve hazirlanis

TSS igerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
MgSO, 10 mM

MgCl, 10 mM

DMSO %5

PEG-6000 % 10

Hazirlanisi

(10 ml i¢in)

1 g PEG6000 tartilir ve 6-7 ml LB igerisinde

¢Ozulir.

Uzerine 100 ul 1 M MgCl, ve 100 pl MgSO,
eklenir. Total hacim 9,5 ml'ye LB ile

tamamlanir.

Bu ¢ozelti 0.2'lik filtreden siiziiliip, steril edilir.

Uzerine 475 pul DMSO (steril) eklenir.

Cozelti, vortekslenerek kullanima hazir hale

getirilir.
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Cizelge 4.13. Yiiriitme jelinin icerigi

4.1.2.5. Poliakrilamit jel elektroforezinde ve sonrasinda kullanmilan tamponlar

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl pH 8.8 0375 M

Akrilamid Stogu (%30) %14

SDS %0.1

APS %0.05

TEMED %0.05

H,O

Cizelge 4.14. Hizalama jelinin igerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl pH 6.8 0.125M

Akrilamid Stogu (%30) % 3.750

SDS % 0.100

APS % 0.050

TEMED % 0.050

H,O
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Cizelge 4.15. Ornek yiikleme ¢ozeltisinin icerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl pH 6.8 0313 M

Gliserol % 30

SDS % 5

2-Merkaptoetanol % 0.5

Brom Fenol Mavisi % 0.003

H,O

Cizelge 4.16. Poliakrilamid jel elektroforez tamponu

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
Tris Baz 0.125M

Glisin 0.960 M

SDS % 0.5

H,O
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Cizelge 4.17. PBS igerigi

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
KCI 2.680 mM

H,PO, 1.470 mM

NaCl 136.890 mM

Na,HPO, 8.100 mM

H,O

4.1.2.6. Western blot yonteminde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Cizelge 4.18. Transfer tampon 10X stok ¢ozeltisi

Malzemeler 1 Itigin
Tris Baz 303 ¢
Glisin 144 g
H,O

Cizelge 4.19. Transfer tampon 1X icerigi

Malzemeler I 1t i¢in

Transfer Tampon (10X) 100 ml

Metanol 200 ml

H,O

¢ Taze hazirlanmalidir.
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Cizelge 4.20. TBS 10X stok ¢ozeltisi

Cizelge 4.21. TBST 1X igerigi

Malzemeler 1 It i¢in
Tris-Cl 2423 g
NaCl 80.06 g
H,O

Malzemeler 1 1t i¢in
TBS (10X) 100 ml
Tween-20 I ml
H,O

* Taze hazirlanmalidir.

Cizelge 4.22. Bloklama soliisyonu igerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
BSA % 5
TBST (1X)

Cizelge 4.23. Primer antikor igerigi

Malzemeler

Calisan Konsantrasyon

Anti-Hiss Tag Antikoru

0.5 nug/ml

TBS (1X)
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Cizelge 4.24. Sekonder antikor igerigi

Malzemeler Calisan Konstrasyon
Anti-Fare poli-HRP 0.8 pg/ml

Antikoru

TBS (1X)

Cizelge 4.25. Visiglo plus ile boyama

Malzemeler 1.2 ml i¢in
A Cozeltisi 133 ul

B Cozeltisi 266 ul
TBS (1X)

Cizelge 4.26. Jel fiksasyon ¢ozeltisi igerigi

Malzemeler Calisan Konsatrasyon

Glasiyel Asetik Asit % 10

[zopropanol % 25

H,O % 65
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Cizelge 4.27. Ponceau S boyasinin igerigi

Malzemeler 100 ml i¢in

Ponceau S 0.1g

Glasiyel Asetik Asit S ml

H,O

Cizelge 4.28. Commasie boyasinin igerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon

Commasie Brilliant Blue%0.006
G-250

Glasiyel Asetik Asit %10

H,O
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4.1.2.7. Protein ekstraksiyon tamponlari

Cizelge 4.29. Bakteriyel protein ekstraksiyon ¢ozeltisi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris Tampon pH 8.0 0.05M

NaCl 0.4 M

Gliserol %10

Tween-20 %0.5

Triton X-100 %0.5

SDS %1

H,O
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4.1.2.8. Protein saflastirma tampon ve cozeltileri

Cizelge 4.30. Kromotografi baglanma tamponu

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris Tampon pH 8.0 0.05M

NaCl 0.5M

Gliserol %10

H,O

Cizelge 4.31. Kromotografi eliisyon tamponu

Malzemeler

(Calisan Konsantrasyon

Tris Tampon pH 8.0 0.05M
NaCl 0.5M
Gliserol %10
Imidazol 0.5M
H,O
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Cizelge 4.32. PEG protein ¢oktiirme ¢ozeltisi

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
PEG %15

NaCl 0.5M

H,O

Cizelge 4.33. Saf bakteriyel protein ¢6zme ¢ozeltisi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon

Tris Tampon pH 8.0 0.05M

NaCl 0.25M
Gliserol %10
H,O

4.1.2.9. Protein miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Cizelge 4.34. Bradford 1X tampon

Malzemeler Calisan Konsantrasyon

Commassie BB G-250 |0.1 g/l

Fosforik Asit %8.5
Etanol %4.75
H,O
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Cizelge 4.35. Standartlar

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Bradford Tampon IX

Tampon/H,O 0.1 M

BSA X

H,O

* BSA Standartlar1 2 ug/ul stoktan c¢alisan
konsantrasyonu lug/ul 0.8 ug/ul 0.6 ug/ul 0.4 ug/ul
ve 0.2 ug/ul olacak sekilde hesaplanmustir.

4.1.2.10. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan hiicre hatti ve besiyeri

Tez kapsaminda IFN-y geninin mRNA eldesi ve protein aktivite deneyleri amaciyla
U937 insan 16semi monosit lenfoma hiicre hatti, insan dogal dldiiriicii hiicre hatt1 olan
NK 3.3 ve interferon gama etkinlik deneyi amaciyla SH-SY5H insan noroblastom

hiicre hatt1 kullanilmustir.

Lenfoblastik bir morfolojiye sahip olan U937 hiicre hatt1 6zellikle monositik karakter
gosterdigi icin in-vitro kosullarda monositlerin ve makrofajlarin farklilasma
deneylerinde model olarak kullanilmaktadir. Myeloid hiicre hatt1 olan U937, IL-1 ve
GM-CSF gibi birgok sitokin ve kemokin salgilama 6zelligine sahiptir.

NK hiicreleri bakteri, fungus ve maya gibi mikroorganizma kaynakli enfeksiyonlar ile
savasabilen ve antimikrobiyal aktivitesi bulunan hiicrelerdir. Ayn1 zamanda bu
hiicrelerin influenza, herpes ve hepatit gibi viriislerin sebep oldugu enfeksiyonlarda
hiicreleri hedefleme ve Oldiirme yetenkeleri bulunmaktadir. Dogal olarak sitotoksik
ozellik gosteren bu NK hiicreleri, cesitli sitokin ve interferonlar ile reseptor aracili
etkilesimler gostererek etkilerini arttirmaktadirlar. NK hiicreleri ile etkilesime giren

ajanlar, bu hiicrelerde IFN-y iiretimini indiiklerler. Insan dogal 6ldiiriicii hiicre hatti
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olan NK 3.3, morfolojik, histokimyasal ve fenotipik karakterler bakimindan NK
hiicrelerinin biiyiik bir kismini i¢eren biiyilik graniiler lenfosit (LGL) popiilasyonu ile
benzerlik gosterirler. NK 3.3 hiicreleri CD3-, CD4-, CD8-, CD2+, CD16+, CD56+
olan hiicre hattidir. Bu hiicreler IL-12 veya interferonlar, IL-12 veya IL-15 gibi

sitokinler ile aktivite edildiklerinde interferon gama salgiladiklar1 goriilmiistiir (55).

SH-SYSY hiicre hatti, insan kemik iliginden kdken alan SK-N-SH hiicrelerinin 3 kez
pasajlanmasi sonucu elde edilen noroblastoma hiicreleridir. Bu hiicrelerde dopamin
beta hidrolaz aktivitesi bulunmaktadir ayn1 zamanda asetilkolinerjik, glutamaterjik
and adenozinerjik olarak da bilinmektedir. SH-SYS5Y hiicreleri glutamati

norotrasmitter olan GABA'ya ¢evirebilme 6zelligine sahiptirler (56).

Cizelge 4.36. U937 ve NK 3.3 hiicre hatt1 besiyeri igerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
L-Glutamin 4 mM
FBS %10

Penisilin/Streptomisin 100 U/ml ve 100 ug/ml

RPMI 1640

Cizelge 4.37. SH-SYSY hiicre hatt1 besiyeri icerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
FBS %10
L-Glutamin 2 mM

U937 hiicrelerinin iiretimi, U937 (Cizelge 4.36) besi ortami ile T25 cm? hiicre kiiltiirii
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tiretme kabinda (flask) yapilmistir. 37°C sicaklikta %5 CO, iceren inkiibatorde kiiltiire
edilmiglerdir. Akigkan Ozellik gosteren bu hiicrelerin  degistirmeleri ise

gereksinimlerine bagl olarak 2-3 giinde bir yapilmistir.

NK 3.3 hiicreleri 5 ml besiyerinde (Cizelge 4.36) T25 cm? hiicre kiiltiirii liretme
kabinda (flask) yapilmustir. Hiicre yogunlugu 2-3 x 10° oldugunda pasajlanmustr.

Hiicreler ile ¢alisma 6-8 x 101 hiicre yogunluguna ulastiginda yapilmistir.

SH-SYSY hiicre hatt1 Cizelge 4.37 belirtilen besiyeri icerisinde T25 cm? hiicre kiiltiirii
tiretme kabinda (flask) yapilmistir. 37°C sicaklikta %5 CO, igeren inkiibatorde kiiltiire
edilmiglerdir.

4.1.2.11. Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) analizinde kullanilan ¢ozeltiler

Cizelge 4.38. MTT ¢ozeltisi igerigi

Malzemeler Calisan Konsatrasyon
MTT 5 mg/ml
PBS

Cizelge 4.39. MTT ¢oziiciisii igerigi

Malzemeler Calisan Konsatrasyon

HCl 4 mM

Nondet P-40 (NP40) %0.1

Izopropanol
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4.2. Yontem

4.2.1. Cam ve plastik malzemelerin ve calisilacak alanin hazirlanmasi

Tez deneyleri esnasinda kullanilacak tiim malzemeler steril olarak kullanilmistir.
Falkon tiipleri, pipet uglar1 gibi plastik malzemeler tek kullanimlik olarak tercih
edilmis ve kullanilmistir. Cam malzemeler ise her kullanim sonrasi1 %10'luk ¢amasir
suyunda bekletilmis ve alconox adli deterjanla uygun sekilde yikanmig, ardindan da
otoklavlanarak kullanima hazir hale getirilmistir. Otoklav, 121°C' de 15 dakika 1
atmosfer basingta yapilmistir. Otoklavlanamayacak herhangi bir malzemenin temizligi

ise %10 ¢amasir suyu ya da %70'lik alkol ile saglanmstir.

Caligilan alan, calisma Oncesi ve sonrasinda %10'luk ¢amasir suyu ve ardindan da

%70'lik masa alkolii ile temizlenmistir.

4.2.2. Mikrobiyolojik yontemler

4.2.2.1. Kiiltiirlerin hazirlanmasi

Her bir bakteri kiiltiiriiniin ekimleri, ates yaninda ve her seferinde ateste steril edilen
Ozeler yardimi ile uygun besiyerlerine yapilmistir. Ekimler genel olarak sividan siviya
ve katiya, katidan siviya ve katiya yapilmistir. Katiya yapilan ekimlerde tek koloni

ekim teknigi kullanilmistir.

4.2.2.2. Kiiltiirlerin stoklanmasi

Tez kapsaminda kullanilan Escherichia coli bakterileri kat1 ve sivi besiyerlerinde
aseptik sartlara uygun olarak ¢ogaltilmistir. Onceden -80°C sicaklikta stoklar1 yapilan
IM109, BL21(DE3) suslarini ¢ogaltmak amaciyla kati Luria-Bertani (LB) besiyerine
ekimleri yapild1 ve 37°C sicaklikta gece boyu inkiibasyona birakildi.

Uremesi gerceklesen her bir sus -80°C sicaklikta stoklamak amaciyla %30 gliserol

iceren LB s1v1 besiyerine ekimi yapilmistir. Kat1 besiyerinden stok yapilacak kiiltiirler
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steril 0ze yardimiyla toplanarak 2 ml mikrosantrifiij tiiplerindeki 500 pl %30 gliserol
iceren LB buvyon igerisinde homojen bir sekilde siispanse edilip -80°C sicakligina
kaldirilmistir. Stvi besiyerinden stok yapilacak kiiltiirler ise, iremis kiiltiirden alinan 1
ml bakteri veya maya siipansiyonu pellet elde etmek amaciyla 10kxG ivme ile 5 dk
santrifiij edilmistir. Ardindan istteki besiyeri uzaklastirilarak kalan bakteri veya maya
pelleti 500 pl %30 gliserol igeren LB buvyon igerisinde homojen olarak siispanse

edilip -80°C sicakligina kaldirilmistir.

4.2.3. U937 ve NK 3.3 hiicre hatlarinin ko-Kkiiltiirii ve indiiksiyonu

U937 ve NK 3.3 hiicre hatlar1 %10 fetal bovin serum (FBS), 100 pg/ml streptomisin,
100 U/ml penisilin ve 4 mM L-glutamin iceren RPMI besiyeri igerisinde ko-kiiltiir (es
kiiltiir) yapilmistir. Kiiltiir, steril kosullar altinda 37°C derecede, %5 CO, ihtiva eden
etlivlerde inkiibe edilmistir. Hiicre ¢ogalmalarinin degerlendirilmesi hiicreler i¢in 96
kuyulu plaklarda kiiltiire edilerek, ko-kiiltiirlerin ise 6'l1 veya 24'lii plaklarda tekli,

ikili, tiglii hiicre kiiltiirii yapilarak gerceklestirilmistir.

Ko-kiiltiirden IFN-y geni ifadesini indiiklemek amaciyla ortama E.coli O157H7
lipopolisakkarit (LPS) fenol 6ziitii eklenerek 6 saat boyunca 37°C derecede %5 CO,
ihtiva eden ortamda inkiibe edilmis, ardindan hiicrelere trizol ile RNA izolasyonu

yapilmustir.

4.2.4. Niikleik asit izolasyonlar ve kalite kontrolleri

4.2.4.1. U937 ve NK 3.3 ko-kiiltiir hiicrelerinden Trizol ile RNA izolasyonu

U937 ve NK 3.3 ko-kiiltiiriiniin LPS ile indiiklenmesinin ardindan IFN-y mRNA
izolasyonu amactyla yapilan RNA izolasyonu, Ambian firmasi ait trizol kullanilarak
yapilmustir. Trizol diginda kloroform, izopropanol, %75 etanol, Rnaz igcermeyen su

kullanilarak gergeklestirilen RNA izolasyon protokolu asagidaki gibidir:

+  Orneklerin homojenize edilmesi
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. Yaklagik 1 x 10° hiicre iceren her 0.25 ml'lik 6rnege 0.75 ml trizol eklenir ve

4-5 defa pipetaj yapilarak hiicrelerin lize olmas1 saglanmistir.

. Homojenize olan hiicreler fenol ile faz ayrimi basamagindan 6nce oda
sicakliginda 12 saat veya -60°C ile -70°C derecedeki sicaklilarda 1 ay

saklanabilir.
Faz ayrimi

. Homojenize edilmis oOrnekler eger dondurulmus ise niikleoprotein
komplekslerinin tam olarak ¢oziinmesi amaciyla 5 dakika oda 1sisinda

bekletilmistir.

. Her 1 ml trizol iceren homojenata 0.2 ml kloroform eklenir ve 15 saniye elde

kuvvetlice ¢alkalanmistir.
2-3 dakika oda 1s1sinda inkiibe edilmistir.

12kxG 4°C'de 10 dakika santriflij yapilmistir. Santrifiij ardindan elde edilen

fazlardan st kisstmda RNA iceren faz temiz alinmustir.
RNA ¢oktiirmesi
Elde edilen iist faza 5-10 pg Rnaz icermeyen glikojen eklenmistir.

. Her 1 ml trizol igeren homojenattan elde edilen ve RNA iceren sivi faza 0.5 ml

%100 izopropanol eklenmistir.
10 dakika oda 1sisinda ,nkiibe edilmistir.

12kxG 4°C'de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Bu asamada elde edilen RNA

peletleri goriinmez halde elde edilmistir.

RNA yikanmasi ve ¢ozlinmesi
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1. Siipernatant uzaklastirilip {ist faz elde edildikten sonra pelet 1 ml %75 etanol
ile yitkanmigstir. Bu asgamada RNA peleti %75 etanol igerisinde -20°C derecede
1 y1l boyunca saklanabilir.

2. Ornek vortekslenmis ve 7.5kxG 4°C'de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siv1

uzaklastirilmistir.

3. RNA peleti 5-10 dakika kurumasi i¢in bekletilmistir.

4. Kuruyan RNA peleti 50 pl Rnaz igermeyen su ile ¢ozliinmiistiir.

5. Coziinen pelet su banyosunda 55-60°C derecede 10-15 dakika inkiibe edilmis
ve spektrofotometrik Slgiim ile kalite kontrolii yapilmistir. Daha sonra cDNA

eldesi amactyla kullanilmak tizere -80°C' sicakligina kaldirilmigtir.

4.2.4.2. Alkalen lizis yontemi (mini/midi prep)

Tez deneyleri boyunca tiim plazmit izolasyonlar1 mini/midi-prep alkalen lizis metodu
ile yapilmustir. Alkalen lizis metodu, istenen plazmidi biinyesinde bulunduran bakteri
kiiltiiriiniin ¢ogaltilmasi, bu bakteri kiiltlirlinlin uygun sartlarda parcalanmasi ve
plazmit DNA's1 ve RNA'nin saf bir sekilde elde edilmesi asamalarindan olusmaktadir.
Istenen plazmit miktarina gére kullanilan bakteri kiiltiiriiniin miktar1 degismektedir ve
alkalen lizis metodu bu miktara gére mini (2 ml), midi (10 ml) ve maxi (1 It) sekilde

uygulanabilir. Tez kapsaminda mini ve midi-prep yontemleri kullanilmigtir.

Istenen plazmidi iceren bakteri kiiltiiriiniin uygun antibiyotikli ortama tek koloni
ekimi sonucu iireyen kolonilerinden bir tanesi secilerek baslangi¢ kiiltiirii
olusturulmustur. Bu taze kiiltiirden uygun miktarda 6rnek alinarak uygun antibiyotik
olan kanamisinli (50 pg/ml) sivi LB besiyerine ekilmistir. Gece boyu calkalamali
inkiibatorde, 37°C'de iiretilen kiiltiir +4°C'de, 2500xG devirde, 10 dakika boyunca
coktiirtilmiistiir. Siipernatant kismi uzaklastirilan pellete, 6nceden hazirlanan, soguk
alkalen lizis I soliisyonu (Cizelge 4.6) eklenmis ve pellet vortekslenmistir. Homojen

hale gelen pellet, steril 1,5 ml'lik ependorfa alinmis ve lizerine DNA'lar1 denatiire
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edecek, taze hazirlanmis alkalen lizis soliisyonu II (Cizelge 4.7) eklenmistir.
Vortekslenmeden bes kere ters-diiz edilen ependorflarin kapaklar1 agilirken denatiire
olmus kromozomal DNA'nin viskoz hali gézlenmistir. Bu gozlem sayesinde yapilan
islemlerin dogrulugu da teyit edilmis olmaktadir. Ardindan ependorfa soguk alkalen
lizis III soliisyonu (Cizelge 4.8) eklenmistir ve tekrar bes kere alt-iist edilen 6rnek, bes
dakika buz iizerinde bekletilmistir. Alkalen lizis III soliisyonu, denatiire olmus
DNA'larin renatiire olmalarini saglamaktadir. Plazmit DNA'lart kiigiik olduklar i¢in
hemen kendi iizerlerine olmasi1 gerektigi sekilde kapanip, renatiire olabilmektedirler.
Ancak kromozomal DNA, plazmit DNA'sina gore ¢ok daha biiyiik oldugu i¢in dogru
sekilde renatiire olamamaktadir. Buz iizerindeki inkiibasyon sonrasi 5 dakika
boyunca, +4°C'de, maksimum hizda santrifiij edilen 6rnegin, renatiire olamayan ve bu
yiizden de ¢oziinmeyen kromozomal DNA'dan olusan pellet kism1 ve protein, plazmit
DNA's1 ve RNA igerikli siipernatant kismi1 gozlemlenir. Ornegin siipernatant kismi
temiz bir ependorf tiipe alinmustir. Uzerine, proteinlerin uzaklasmasini saglamak adina
esit hacimde fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenerek vortekslenmistir.
Vorteks sonrasi iki dakika maksimum hizda santrifiij edilen 6rnegin siipernatant kismi
temiz bir tiipe alinarak, {izerine esit hacimde soguk %100 izopropanol eklenmistir. Bu
asamada Ornekler -20°C'de inkiibasyona kaldirilabilmektedir. RNA izolasyonunda bu
islem verim artiric1 dzellige sahiptir. Inkiibasyon sonras1 drnek, bes dakika boyunca,
+4°C'de, maksimum hizda santrifiij edilmistir. Siipernatant1 uzaklastirilan pellet, esit
hacimde soguk %70 etanolle yikanmistir. Yikanan pelletlerdeki alkoliin tamamen
uzaklastigindan emin olunduktan sonra pellet uygun miktarda suda ¢ozlinmiistiir.

Plazmit DNA's1 izole edilmek isteniyorsa pellet, 20 ng/ml RNase'l1 suda ¢éziinmelidir.

4.2.4.3. Spektrofotometrik ol¢ciim

Elde edilen niikleik asitlerin miktari, NanoDrop'ta, uygun sulandirmalar ¢er¢evesinde,
spektrofotometrik olarak olciilmiistiir. Niikleik asitlerin maksimum absorbans verdigi
260 nm'deki 6lgtim kabul edilmistir. Kirlilikleri ise 260/280 ve 260/230 oranlar ile
kontrol edilmistir. 260/280 orani1 niikleik asidin protein ile kontaminasyonunu
gosterirken, 260/230 orani niikleik asidin tiosiyanat veya baska organik maddelerce

kontamine olup olmadigin1 gostermektedir. DNA konsantrasyonun hesaplanmasi i¢in
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50, RNA konsantrasyonun hesaplanmasi igin ise 40 sabiti kullanilmistir. Ayrica elde

edilen egrinin de diizgiinliigline bakilmistir.

4.2.4.4. Agaroz jel elektroforezi

Yiikli molekiillerin uygun ortam ve tamponlarda elektrik akim uygulanarak
yiiriitiilmesi temeline dayanan elektroforez sistemlerinden agaroz jel elektroforezi ile,
elde edilen niikleik asitlerin safliklar1 ve boyutlarinin belirlenmesi saglanmigtir. Ayrica
PZT sonrasi elde edilen iirliniin molekiiler agirliginin belirlenmesinde de agaroz jel

elektroforezi kullanilmistir.

Saflastirilan niikleik asitlerin kontrolii, TAE (Tris — Asetik Asit — EDTA) tamponu
(Cizelge 4.11) ile hazirlanan %0.8'lik agaroz jelde, 50-60 V'luk elektrik akimli TAE
tampon ortaminda yapilan elektroforez ile saglanmisti. DNA/RNA o6rnekleri 6X
yiikleme boyasi ile karistirilarak agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir ve

orneklerin elektriksel ortamda anottan katoda hareketleri saglanmaistir.

PZT {iriinii kontrolil i¢in ise TAE (Tris — Asetik Asit — EDTA) tamponu ile hazirlanan
%?2'lik agaroz jel kullanilmistir. %2'lik TAE agaroz jele yiiklenen ornekler, 100-120
V'luk elektriksel akimli TAE ortaminda kosturulmustur. %?2'lik agaroz jel
kullanilmasmin sebebi, elde edilecek {irtinlerin baz ¢ifti uzunluklarinin en iyi bu
konsantrasyona sahip jelde goriintiilenebilmesidir. Belirte¢ olarak Seegene ile
hazirlanan 100 bg'lik araliklara sahip 1500 bg'lik markor kullanilmistir. Seegene

molekiiler markor bant uzunluklar1 agsagidaki cizelgede verilmistir.

Elektroforez sonrasi jeller, DNA'ya baglanma 6zelligi bulunan etidyum bromiir boyali
tamponda, 151k gdrmeyecek sekilde bekletilmis ve ardindan VersaDoc goriintiileme
sisteminde goriintiilenmistir. Jel gorlintileri Gimp2 ve Inkscape programlari ile

diizenlenmistir.
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4.2.5. Molekiiler klonlama yontemleri

4.2.5.1. Molekiiler klonlama

Tez deneyleri kapsaminda ilgilenilen proteine ait IFN-y gen bdlgesi, mononiikleer
hiicrelerden izole edilen RNA'dan elde edilen cDNA'nin kalip olarak kullanilmasiyla
PZT yardimiyla elde edilmistir. Elde edilecek iiriin beklendigi gibi 431 b¢ boyunda
elde edilmistir (Sekil 5.5 ve Sekil 5.6). PZT ile elde edilen IFN-y gen bdlgesi,
reaksiyonda kullanilan primerler sayesinde klonlamaya uygun hale getirilmistir.
Primerler tasarlanirken uglarma uygun restriksiyon kesim bolgeleri eklenmistir. Bu
restriksiyon kesim bolgesinin se¢iminde; klonlanacak gen {iriiniiniin {izerinde bu
bdlgenin bulunmamasi ve klonlamanin yapilacagi vektor iizerinde de tek kesim
bolgesi bulunmasina dikkat edilmistir. Bakteriyel sistemde {iiretimi gergeklesecek
IFN-y, bu tez kapsaminda iizerinde T7 operonunu barindiran pET ekspresyon
sistemlerine ait pET28a vektoriine klonlanmistir. Bu vektore klonlanirken en uygun
kesimin Nhel ve EcoRI restriksiyon kesim bdlgeleri oldugu saptanmis ve primerlerin
uclarina Nhel ve EcoRI kesim bolgelerine ait olan sirasiyla GCTAGC ve GAATTC
palindromik gen dizisi eklenmistir. Restriksiyon kesiminin ardindan T4 ligaz enzimi
yardimiyla ligasyona tabi tutulan kesim iiriinleri, ligasyon sonrasi E.coli JM109
susuna yiiksek verimlilikle transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi elde edilen
koloniler PZT ile pET28a vektoriine uygun primerler ile taranmig ve beklenen {iriin
boyu olan 719 bg¢'dir. Dogru sekilde klonlandig: tespit edilen klonlardan plazmit izole
edilmis ve bu plazmitler, ekspresyon susu olan BL21 FE.coli susuna transforme
edilmigtir. Transformasyonu basarili olan koloniler ekspresyon denemelerine tabi
tutulmuslardir. Ekspresyon sonrasinda besiyerinden arindirilan hiicreler protein
ekstraksiyon tamponu ile parcalanmistir. Elde edilen protein ¢ozeltisinden hiicre
parcalar1 uzaklastirildiktan sonra ekspresyonlar SDS-PAGE ile gorsel olarak

desteklenmistir. Uygulanan protokoller ve deneyler asagida verilmektedir:

4.2.5.2. c¢DNA eldesi (ters transkripsiyon)

Hedef protein olan IFN-y kodlayan genin elde edilebilmesi amaciyla mRNA
ekspresyonlarina ilk olarak elde edilen total RNA’larin komplementer DNA’ya
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(cDNA) cevrilmesi gerekmektedir. izole edilen RNA 6rnegi RevertAid Reverse
Transkriptaz enzimi tarafindan ters transkripsiyona ugratilmistir. Bu sayede bakteride
[FNy {iiretimi i¢in 6zgiil olan primerler ile PZT i¢in cDNA elde edilmistir. RevertAid
enzimi, RNaz aktivitesine de sahip oldugu i¢in ortama ek olarak RNaz koyulmamustir.
cDNA eldesi i¢in tiim total RNA havuzundaki kii¢iik poli(A) havuzuna spesifik
primerler olan oligo(dT) primerler kullanilir. Komplementer primerler ile RNA
sekanslarina baglandiktan sonra bosta kalan 3'-OH grubundan itibaren reverse
transkriptaz enzimi ile cDNA eldesi saglanir. Bu tez kapsaminda oligo (dT) 18
primerleri kullanilarak cDNA elde edilmistir. Elde edilen cDNA'nin diizgiin ¢alistig1
housekeeping bir gen olan insan beta aktine uygun primerler (F305&R868)
yardimiyla yapilan PZT ile kontrol edilmistir. TT ve beta aktin PZT protokolleri
asagidaki gibidir:

Cizelge 4.40. Ters Transkripsiyon Protokolu

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
H,O

Kalip RNA 350 ng

dNTP Karisimi 2 mM

Oligo dT 100 pmol

65 C'de 5 dakika bekletip aninda buza alinir !

H,O

RT Tamponu (5x) Ix

Rnaz Inhibitdrii (40 p/pl) 2 p/pl

RevertAid RT  Enzimi5 U/ul
Mu-MLV (200 U/ul)
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Cizelge 4.41. Ters Transkripsiyon Sicaklik Dongiisii

Basamak  [Sicaklik (°C)Zaman (s) |Dongii
Sayisi
Uzama 1 25 10 1
Uzama 2 37 40 1
Uzama 3 42 40 1
[naktivasyon|70 10 1

Cizelge 4.42. Beta Aktin PZT

Malzemeler (Calisan Konsantrasyon
H,O

SiB Tampon (+Mg) Ix

dNTP Karigimi 0.4 uM

F305 ileri Primer 0.4 uM

R868 Geri Primer 0.4 uM

Taq DNA Polimeraz 0.035 U/l

(5 U/ul)

Kalip DNA S ug
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Cizelge 4.43. Beta Aktin PZT Sicaklik Dongiisii

Basamak  [Sicaklik (°C)Zaman (s) |Dongii
Sayisi
Denatiirasyo 94 120 1
n
Denatiirasyo 94 20
n
40
Baglanma |59 60
Uzama 72 60
Uzama 72 300 1

4.2.5.3. Polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR/PZT)

Istenen 6zgiil DNA bélgesinin in vitro ortamda c¢ogaltilmasi temeline dayanan
polimeraz zincirleme tepkimesi (PZT/PCR), tez deneylerinde iiretimi arzu edilen
proteinin elde edilecegi klonlama sirasinda kullanilmistir. Tiim primer tasarim
islemleri PearlPrimer ve CLC Sequence Viewer programlarinda yapilmistir. Tez
deneylerinde kullanilacak protein olan interferon gama proteinini (INF-y) kodlayan
gen bolgesi, bakteri iiretici sistemi i¢in yapilan klonlamada monontikleer hiicrelerden
izole edilen RNA'dan elde edilmis ¢cDNA'nin kalip olarak kullanilmasi ile uygun
primerler (ip-f & ip-r) yardimiyla ¢ogaltilmistir. Uygun primerler, plazmit dizisine ve
sonrasinda klonlanacagi vektore (bakteri {iretici sistemi i¢in; pET28a) uygun sekilde
tasarlanip (restriksiyon kesim bdlgelerinin eklenmesi), 1smarlanmistir. Primerlere ait
sicaklik optimizasyonlar1 yapilmistir. Bakteriyel iiretici sisteme 0zgiil primerler i¢in
yapilan optimizasyonda optimal baglanma sicaklig1 60°C ila 67°C'lik gradiyent PZT
ile taranmigtir. Elde edilen sonuglara gére pET28a klonlama primerlerinin optimal
magnezyum kloriir konsantrasyonu 1.5mM, baglanma sicakligi 64°C olarak
belirlenmis ve 0zgiil olmayan amplikasyonlardan kurtulmak amaciyla 64°C ila

54°C'lik inen (touch-down) PZT ile IFN-y gen bolgesi elde edilmistir.
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PET28a klonlama sonucu uygun primerler ile elde edilen INF-y {iriinliniin boyunun
yaklagik 431 bg¢ olmasi beklenmektedir ve sonuglarda da uygun bant boyu elde
edilmistir. Bu uygun primerlerle PZT yapilmis ve INF-y gen bolgesi ¢ogaltilmustir.
Klonlama islemlerinin dogru ilerlediginin kontrolii de yine PZT ile pET28a i¢in T7
primerleri kullanilarak saglanmistir. T7 primerleri (T7-5' & T7-3") ile yapilan koloni
tarama ve kontrol PZT'leri; 1,5 mM magnezyum kloriir; 0,5 pM dNTP ve 0,4 uM
primer  konsantrasyonlari kullanilarak; 54°C  baglanma sicakliginda

gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.44. Tez Deneylerin Kullanilan Primerler ve Baglanma Sicakliklar

Primer Dizisi (5'-3") Baglanma
Sicaklig1
F305 CTGGGACGACATGGAGAAAA 59°C
R868 AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC 59°C
ip-f ATGCGCTAGCCAGGACCCATATGTAAAAGAA 64°C
G
ip-r ATGGAATTCTTACTGGGATGCTCTTCGAC 64°C
T7-5' AATTAATACGACTCACTATAGGG 54°C
T7-3' ATGCTAGTTATTGCTCAGCGG 54°C

Tez kapsaminda uygulanan PZT protokolleri Cizelge 4.45, Cizelge 4.46 ve Cizelge
4.47'de yer almaktadir. PZT ortaminda yiiksek sicakliga dayanikli Taq polimeraz ve
Stream polimeraz enzimi, enzimlere uygun tampon ve magnezyum, dNTP, 6zgiil

primerler ve kalip olarak kullanilacak DNA bulmaktadir.
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Cizelge 4.45. Genel PZT protokolii

Malzeme Calisan Konsantrasyon
H20

Tampon 1 X
MgCl2* 1.5 mM
dNTP* 0.3 mM
Ileri primer* 0.3 mM
Geri primer* 0.3 mM
Taq 0.050 U/ul
DNA/Stream

polimeraz

Kalip DNA* 0.002 ug/ul

*Optimizasyon degiskenleri

Cizelge 4.46. Genel PZT Sicaklik dongiisii

Basamak Sicaklik(°C) Zaman(s) [Dongl
Sayisi

Denatiirasyon 94 120 1
Denatiirasyon 94 20

S5 %
Baglanma |59 60 40
Uzama 72 60
Uzama 72 300 1

*Optimizasyon degiskenleri
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Cizelge 4.47. Genel Inen (Touch-Down) PZT Sicaklik Déngiisii

Basamak Sicaklik(°C Zaman(s)  Dongii
) Sayisi

Denatiirasyon 94 120 1

Denatiirasyon 94 40

Baglanma  64* — 54* 60 40

Uzama 72 60

Uzama 72 300 1

*Optimizasyon degiskenleri

4.2.5.4. Restriksiyon endoniikleazlarla kesim

INF-y {irlinliniin elde edilmesi sirasinda kullanilan primerlerin uglarindaki enzim
tanima bolgesi sayesinde INF-y iirlinli restriksiyon endoniikleazlarla kesilebilir hale
getirilmigtir. Kesim enzimi segilirken, enzim tanima bolgesinin INF-y {izerinde
bulunmamasima dikkat edilmistir. Klonlamanin yapilacagi pET-28a vektoriiniin
restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesi ise kendi biinyelerindeki ¢oklu klonlama
bolgesi sayesinde gerceklestirilmistir. Kesim enzimi segilirken, ¢oklu klonlama
bolgesinde bu enzime ait tek bir tanima bdlgesinin bulunmasina dikkat edilmistir. Bu
kosullar altinda secilen restriksiyon kesim enzimleri pET-28a klonlamasi i¢in Nhel ve
EcoRI'dir. Nhel, EcoRI enzimleri, gen dizileri lizerinde bulunan sirastyla palindromik
5" GCTAGC 3' ve 5' GAATTC 3' dizilerini taniyip, yapiskan u¢ olusturacak sekilde

kesmektedir.

INF-y'ya ait PZT {iriinii ve bu {iriiniin aktarilacagi pET-28a vektorii Cizelge 4.48
kapsaminda Nhel ve EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesimine maruz

birakilmustir.
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Cizelge 4.48. Nhel ve EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesim Tepkimesi

Malzeme Calisma

Konsatrasyonu

Plazmit (pET28a)/Pzt Uriinii (INF-y) 8 ng/1 pg

Kesim Tamponu 1x

BSA Ix

Kesim Enzimi (Nhel) (10 U/ul) 10U

Kesim Enzimi (EcoRI) (10 U/ul) 10U

H,O

[nkiibasyon Siiresi 60/30 dakika
Inkiibasyon Sicaklig 37°C
Inaktivasyon Siiresi 20 dakika
Inaktivasyon Sicaklig 65°C

4.2.5.5. Uriinlerin saflastirllmasi

* Silika Matriksli Filtre ile Niikleik Asit Saflastirma

Molekiiler klonlama islemleri sirasinda elde edilen PZT ve kesim iriinlerinin
icerlerindeki gereksiz ANTP, enzim ve benzeri malzemelerden kurtulmak igin
yapilacak olan saflastirma iglemleri Promega firmasina ait SV total RNA izolasyon
kitinde bulunan silika matriksli santrifiij kolonlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
amacla saflastirilacak niikleik asit 6rnegine son konsantrasyonu 4M'dan az olmayacak
sekilde guanidin eklenmistir. Cozeltinin pH's1, 3M sodyum asetat pH 5.0 kullanilarak
DNA'nin silikaya etkin baglanmasinin gergeklestigi diizeylere getirilmisti. DNA

guanidin slispansiyon silika kolondan gecirilmis, ardindan tuz giderimi i¢in iki kez saf
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2-propanol ile yikama gergeklestirilmistir. Yikama sonrasi 2-propanol silika
matriksten uzaklastirilmistir. Eliisyon islemi DNaz ve RNaz'lardan ari su ile 50 pl
hacimde gerceklestirilmistir. Guanidin igerikli tampon ile yapilan saflastirma

protokolii asagidaki gibidir:

1. Guanidin igerikli saflastirma c¢ozeltisinden 446 ul almarak igerisinde 100 ul

saflastirilmak istenen DNA eklenir.

2. Karigimin rengi sar1 oluncaya kadar icerisine 3 -5 ul Na- asetat pHS5.2 eklenerek pH

ayarlanir.

3. Karigim, silika filtreye yiiklenir ve 4kxG devirde 30 saniye santrifiij edilir. Filtreden

gecen karigim alinarak tekrar yiiklenir ve islem tekrarlanir.

4. Filtre iki kere izopropanol ile yikanir. Yikama islemleri 4kxG devirde 30 saniye

yapilir.

5. Filtre yliksek devirde 2 dakika santrifiij edilerek alkolden arindirilir ve filtrenin

kurumasi saglanir.

6. Silika filtrenin {izerine eliisyon tamponu eklenerek bes dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakilir.

7. Inkiibasyon sonrasi filtre 6kxG devirde bir dakika santrifiij edilir ve eliisyon

toplanir.

* Secici Niikleik Asit Saflastirmasi

Molekiiler klonlama islemleri sirasinda kullanilacak safsizlik igeren plazmit 6rnekleri
saflastirilmistir. Bu amagla saflastirilacak niikleik asit 6rnegini son konsatrasyonu
%13 olacak sekilde PEG-6000, 10 mM MgCl,, 0.5 mM EDTA ve ¢ozeltinin pH'sinin
uygun olmasini saglayacak 5 mM tris-Cl pH 7.2 eklenmistir. Oda sicakliginda 10

dakika inkiibasyona birakilan karigim ardindan maksimum hizda 20°C'de 30 dakika
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santrifiij edilmistir. Santrifiij ardindan iist kisimda kalan sivi uzaklastirilir ve pellet
soguk %70 etanol ile 2 kez olmak iizere maksimum hizda 20°C'de 10 dakika santrifiij
edilerek yikanir. Elde edilen pellet kurumaya birakilip saydamlastiktan sonra 50 pl

hacminde 8 mM NaOH iceren DNaz ve RNaz'lardan ari su ile ¢oziiliir.

4.2.5.6. Ligasyon

Saflagtirilan kesim tirlinlerinin iizerlerinde tasidiklar1 yapiskan uglar sayesinde uygun
ortamda birbirlerine yapismalar1 saglanmaktadir. Bu islem i¢in T4 ligaz enzimi igeren
ligasyon tepkimesi yapilmaktadir. T4 Ligaz ortaminda, kullanilan enzimin ¢aligma
sicakligl olan 22°C'de bahsi gecen kesim iirlinleri ligasyona birakilmislardir.

Uygulanan protokol Cizelge 4.49'deki gibidir.
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Cizelge 4.49. Ligasyon

Malzeme (Calisan Konsantrasyon
T4 Ligaz Tamponu (10x) |1x

T4 Ligaz (5U/ul) 0.5 png/pl

Vektor (pET28a) 0.05 pmol

[nsert (IFN-y) 0.2 pmol

H.O

Vektor Uzunlugu 5000 bg

Vektor Konsatrasyonu — 0.03 pg/pl

[nsert Uzunlugu 448 be

[nsert Konsatrasyonu 0.033 pg/ul

Ligasyon Sicakligi 22°C

[igasyon Siiresi 60 dakika

[naktivasyon Sicakligi  [65°C

[naktivasyon Siiresi 10 dakika

4.2.6. Interferon gama dizi analizi

E.coli JM109 susuna klonlanan IFN-y gen dizisinin dogrulugunun belirlenmesi
amaciyla dizi analizi yapilmistir. Bu amagla, molekiiler klonlama sonucu basarili
sekilde ilgili geni i¢eren pET28a plazmitini bulunduran bakteri hiicrelerinden plazmit

izolasyonu gerceklestirilmistir. S6z konusu genin plazmit DNA'dan PCR ile
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cogaltilmasiin ardindan tirtinler silika matriksli kolonlar kullanilarak saflagtirilmistir.
Cogaltma tirlinlerinin 6zgiilliigii agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis, lirlinlerin
nicelendirilmesi ve saflik kontrolii ise spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir.
Saflagtirilmis cogaltma iirlinlerinin dizi analizi Sanger yontemi ile yapilmistir. Buna
gore dizileme tepkimesi florofor isaretli dideoksiniikleotid trifosfat (ddNTP)
terminatorler kullanilarak gerceklestirilmistir. Dizileme {irlinlerinin {iriine katilmamig
florofor isaretli ddNTP'lerden temizlenmesi igin etanol asetik asit ¢oktlirmesinden

yararlanilmastir.

Etanol asetik asit ¢oktiirmesi isleminin timii buz istiinde yapilmistir. DTCS PCR
sonrasi 1.5 ml hacminde steril tiiplerde bulunan eldeki dizi iiriinlerinin tiimiine DTCS
coktiirme siispansiyonu eklenmis, lizerine -20°C sicaklikta saklanmis olan %70 etanol
eklendikten hemen sonra 18kxG ivme ile +4°C sicaklikta 45dk boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant atilmis, pellet 200 ul %70 soguk etanolle iki
kere yikamadan gecirilmistir. Yikama sonrasi pellet buz {istiinde kurumaya birakilmais,

kuruyan pellet 40 ul deiyonize formamid ile siispanse edilmistir.

Daha sonra ornekler kapiller jel elektroforezi ile analiz edilmistir. (Beckman Coulter
CEQ™ 8000 Genetic Analysis System) cihazinda dizi analizinden gegirilmistir.
Spektrofotometrik Ol¢ciim  ve guanidin saflasgtirma protokolleri Niikleik asit
izolasyonu ve saflastirilmasi ve Niikleik asit izolasyonlar: ve kalite kontrolleri
bashiginda, gyr4 ve parC igin kurulan PCR ¢izelgeleri Polimeraz zincirleme
tepkimesi (PCR/PZT) bashginda verilmistir DTCS PCR ¢izelgesi ve DTCS

coktiirme reaksiyonu ¢izelgesi asagida verilmistir.
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Cizelge 4.50. DTCS PZT protokolii

Malzeme Calisan Konsantrasyon
DTCS Quick Start Mix | 1x

DNA 30fmol

Primer 1600fmol

H,O

Cizelge 4.51. DTCS ¢oktiirme siispansiyonu

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Sodyum asetat pH 5.2 70,60mM

Glikojen 0,24 mg/ml

Na,- EDTA 2,35mM

Dizi Ornegi %17,70

%70 Etanol (-20°C) %67,10

H,O

4.2.7. Bakteriyel transformasyon

Bakteriyel transformasyon yapilirken E.coli hiicreleri, transformasyona uygun
kompetant hiicre hale getirilmektedir. Bu islem esnasinda PEG 6000 ve DMSO
icerikli TSS ¢ozeltisi kullanilmistir. Transformasyonda kullanilacak E.coli susunun
miimkiin oldugunca taze olmasi gerekmektedir. Taze kiiltiir saglamak i¢in
kullanilacak sus, 2 — 10 ml'lik LB siv1 besiyerinde gece boyu 37°C'ye ayarlanmis
etiivde calkalamali inkiibasyona birakilmis ve 6n kiiltlirii hazirlanilmistir. Gece boyu

inkiibasyonda birakilan bu taze kiiltiirden, 50 ml LB besiyerine 500 pl alinip
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ekilmigtir. Kiiltiir calkalamal1 inkiibatérde 37°C'de ODgoo nm'deki bakteri bulanikligi
0.3 — 0.5 aras1 oluncaya kadar iiretilmistir. Bulaniklik BioRad spektrofotometresinde
Ol¢iilmiistiir. Bu kiiltlir, 50 ml'lik konik tabanli steril tiipe alinip +4°C'de, 574 xG'de,
10 dakika santrifiij edilmistir. Silipernatantt tamamen uzaklastirilan pellete,
biiyiikliigiine bagli olmak tlizere 1 — 5 ml TSS eklenmis ve pellet bu cozeltide
vortekslenmeden ¢oziilmiistiir. Bu 6rnek 15 — 30 dakika arasinda buz tizerinde inkiibe
edilmistir. Bu esnada transforme edilmek istenen ornekten (plazmit, ligasyon tirlinii),
15 ml'lik konik tabanli tiipiin ¢eperine 5 pl konulmustur. Buz iizerinde inkiibe olan ve
kompetan hale getirilmis bakteri hiicrelerinden 100 pl alinip, ¢cepere birakilan {iriiniin
lizerinde birakilmig ve kisa bir siire santrifiijde cevrilmisti. Kompetan hiicreler
almirken kalin pipet uglart tercih edilmistir. Bir saat buz iizerinde inkiibasyonun
ardindan 6rnege, 38 — 42°C'ye ayarlanmis su banyosunda 60 — 90 saniye sicaklik soku
uygulanmis ve hemen sonrasinda zaman kaybetmeden direk buz iizerine alinmistir.
Bu sayede hiicrelerin iizerinde olusan porlardan igeri giren DNA molekiillerinin geri
disar1 ¢ikmalar1 engellenir. Uzerine 900 pl SOC besiyeri eklenen 6rnek, 37°C'de bir
saat ¢alkalamal inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon sonrasi1 drnek, ependorf tiipe
almarak santrifiij edilmis ve silipernatantin bir kismi uzaklastirilmistir. Kalan
slipernatant icerisinde siispanse edilen pellet, 50 pg/ml kanamisin iceren LB
besiyerine cam 06ze ile yayma teknigi uygulanarak ekilmistir. Koloni olusumu igin

petri, 37°C'lik etiive inkiibasyona kaldirilmistir.

Klonlama sonrasinda ligasyon firiinleri, yiiksek transformasyon verimine sahip, E.coli
JM109 susuna transforme edilmistir. Bakteriyel transformasyon sonucu kanamisinli
LB agara ekilen transformantlarin gece boyu 37°C'lik sabit inkiibatdrde inkiibe
olmalar1 saglanmistir. Basarili transformasyon sonucu petrilerde olusan kolonilerden
uygun klonlarin se¢imi yapilmustir. Petri tizerinde bulunan koloniler, ilgili antibiyotige
(kanamisin) diren¢ kasedi bulunduran plazmit kolonileridir. Ancak bu kolonilerden
sadece bazilar1 IFN-y gen bolgesini biinyesinde barindirmaktadir. Diger koloniler ise
pET-28a'ya ait bos plazmit kolonileridir. Uygun gen bolgesini bilinyesinde barindiran
basarili transformantlar ile bos plazmit arasinda IFN-y gen bdlgesinin biiyiikligi
kadar molekiiler agirlik farki bulunmaktadir. Bu fark, ilgili bolgenin PZT ile

taranmasi ve sonrasinda %?2'lik agaroz jelde goriintiilenmesi ile anlasilabilmektedir.
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PZT'de yapilacak olan bu tarama esnasinda pET-28a'ya yapilan aktarimlarin
kontroliinii saglayacak olan T7 klonlama kontrol primerleri kullanilmistir (Cizelge
4.44). T7 primerleri, temel olarak pET-28a iizerindeki ¢oklu klonlama boélgesini
amplifiye etmektedir. T7 primerlerinin bos pET-28a iizerinde amplifiye ettigi parca
uzunlugu 300 bg'dir. Coklu klonlama bdlgesine yapilan herhangi bir aktarim
sonrasinda ise T7 primerleri ile yapilacak PZT sonucu elde edilecek iiriin boyunda,
aktarilan gen bolgesinin biiylikliigii kadar (IFN-y i¢in 431 bg) bir artis beklenmektedir.
IFN-y gen iriinliniin pET-28a vektoriine aktarilmasi sonrasinda T7 primerleri ile

yapilacak PZT sonucu beknenen iiriin boyu 719 bg'dir.
4.2.8. Interferon gama iiretiminde gerceklestirilen deney tasarimi

Interferon gama E.coli BL21(DE3) susundaki iiretimin optimizasyonu ve iiretimi
etkileyen degiskenlerin bulunmasi amaciyla istatiksel bir deneysel yaklasim olan

Plackett-Burman ve Box-Behnken deneysel tasarimi kullanilmistir.

Plackett-Burman ve Box-Behnken deneysel tasarimlarinin olusturulmasi amaciyla

http://CRAN.R-project.org/ adresinde yer alan yaklasik 25 adet R paketi Linux igletim

sistemi lizerine kurulmus ve Eclipse IDE programi yardimiyla ¢alistiriimistir.

2 seviyeli kismi faktoriyel tasarim olan Plackett-Burman deneysel tasarimda
kosullarin birbirleri ile olan iliskilerinin ve etkili faktorlerin bulanabilmesi amaciyla
alt1 adet faktor belirlenmis ve bu faktorlerin diisiik ve yiiksek olmak {izere 2 seviye

iizerinden tasarimlar1 ekte bulunan R-kodu kullanilarak gergeklestirilmistir.

Box-Behnken deneyleri kismi faktoriyel tasarimda belirlenen Onemli faktorler

kullanilarak ekte bulunan R-kodu ile gergeklestirilmis ve RSM analizi yapilmstir.
4.2.9. Bakteriyel protein ekspresyonu ve kontrolu

Interferon gama bakteriyel ekspresyon igin BL21(DE3) susu segilmistir. Bu sus, her
ne kadar recA+ olsa da ekspresyon deneylerinde tercih edilen bakteri kiiltiiri

olmustur. BL21(DE3) E.coli susuna transforme edilen orneklerden bazilar1 segilerek
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bunlardan starter (6n) kiiltiirler yapilmigtir. Sonrasinda bu 6n kiiltiirlerden uygun
antibiyotikli (50 pg/ml kanamisin) SOC s1v1 besiyerlerine yeni kiiltiirler yapilmis ve
bu kiltiirler yapilan lireme egrisi grafigine gore ODgo nm'de 0.4, 0.6 ve 0.8
bulanikliga gelinceye kadar ¢ogaltilmistir. Uygun bulanikliga gelen kiiltiirler oda
sicakliginda, 8kxG'de 10 dakika santrifiij edilmis ve SOC besiyeri tamamen
uzaklastirilmistir. Geride kalan pelletler, izopropilthiogalaktosit (IPTG) sekeri
konulmus Onceki besiyeri ile esit hacimdeki ekspresyon besiyeri ile slispanse
edilmistir. Ekspresyon denemeleri amaciyla BL21(DE3) hiicreleri, 37°C, 29.5°C ve
22°C sicakliklarinda Finepcr SH30 markali orbital ¢alkalayici iizerinde 3 hizinda
olmak iizere ve calkalamali inkiibatérde 12, 18 ve 24 saat olmak iizere inkiibasyona
birakilmiglardir. IPTG, bu tez ¢alismasinda kullanilan pET28a vektoriiniin iizerinde
bulunan T7 promotorunu harekete gecirerek ekspresyonun baglamasmi saglayan
laktoz analogudur ve operonu indiikleyici ajandir; ancak, laktozun aksine bakteri
kiiltiirii tarafindan metabolize edilemez. IPTG, ortamda tiilkenmedigi icin operon

sistemi agik kalir ve devamli ekspresyon saglanir.

Plackett burman tasarimina gore gerceklestirilen indiiksiyon daha sonraki box-
behnken analizi amaciyla SDS-PAGE ile kontrolii yapilmis ve elde edilen protein
bantlar1 gel analyzer programi kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonuclari, yanit
yilizey analizi metodunda optimal {iretim kosulu belirlemek amaciyla box-behnken
analizine girilmis ve IFN-y ekspresyonu i¢in BL21 (DE3) susunun analiz neticesinde

belirlenen optimal kosullarda inkiibasyonu yapilmistir.

4.2.10. Ekspresyon suslarinin iireme egrilerinin belirlenmesi

IM109, BL21(DE3) susunun iireme egrilerinin saptanmasi amaciyla bakteri susu, 0.02
M glukoz igeren SOC buyyonda 37°C sicakliktaki ¢alkalayicida bir gecelik kiiltiirleri
tretilmistir. Bir gecelik baslangic kiiltiirlin ODgoo nm dalga boyunda bulaniklik
Ol¢timleri yapilmis, lireme egrisinin kaydedilecegi kiiltiir, taze 0.02 M glukoz igeren
SOC buyyon besiyerinde 0.02 absorbans fiinitesi bulaniklik elde edilecek sekilde
baslangi¢ kiiltiiriinden uygun miktarda hiicrenin aktarilmasi ile inokiile edilmistir.
Inokiilasyonun ardindan kiiltiir, 37°C sicaklikta galkalayici iizerinde inkiibe edilmeye

baslanmistir. Sigmoidal iireme egrisinin duragan fazina girilene kadar her saat basi
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bulaniklik 6l¢timii yapilmistir. Son bulaniklik 6l¢iimii ertesi giin gergeklestirilmistir.

4.2.11. Poliakrilamid jel elektroforezi

Poliakrilamid jel elektroforezi, bakteri hiicreleriden elde edilen proteinlerin
ekspresyonu ve saflastirilmasinin kontrolii i¢in kullanilmistir. Elektroforezde SDS ile
denatiire edilmis poliakrilamid jel kullanilmistir. Poliakrilamid jel, hizalama ve
yiirlitme jeli olarak iki kistmdan olugmaktadir. Hizalama jeli %4, yiirtitme jeli ise %14
veya %16'lik akrilamid icermektedir. Jeller 10 kuyucuklu olarak hazirlanmistir. Jel
icerikleri, elektroforez esnast ve sonrasinda kullanilan tamponlar Tampon ve
cozeltiler basliginda cizelgeler halinde verilmektedir. Jele yiiklenecek Ornekler
bakteri pelleti ise dncesinde 100 mM NaCl tuzu iceren PBS ile ¢oziinmiistiir ve o
sekilde kullamlmstir. Ornekler, yiikleme boyast ile uygun miktarda (1:1) karistirilms
ve 100°C'de 3 — 5 dakika kaynatilarak jel kuyusuna yiiklenmistir. Molekiiler belirteg
50 ug total protein siit tozu-inek (Sekil 4.2) kullanilmigstir. Jeller, hazirlanan uygun
tampon ortaminda, 30 mA'lik elektriksel alanda dikey olarak yiiriitiilmiistiir.
Elektroforez sonrasi jel, fiksasyon c¢ozeltisine alinmis ve 30 dakika bu cozeltide
calkalanir halde tutulmustur. Fiksasyon sonrasi jel, Commassie Brilliant Blue G250
boyasina alinarak gece boyu c¢alkalanarak boyanmaya birakilmistir. Boyama isleminin
ardindan %10'luk asetik asit ¢Ozeltisine alinarak dekolorize edilen jel, BioRad

VersaDoc goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.
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Sekil 4.2. SDS-Page analizinde kullanilan inek siit tozu molekiiler belirte¢

4.2.12. Protein izolasyonu ve saflastirilmasi

4.2.12.1.Protein izolasyonu

Bakteride ekprese edilen proteinin hiicreden elde edilebilmesi i¢in protein
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Bakteriyel protein ekstraksiyon cozeltisi Cizelge
4.5'da verilmektedir. Gece boyunca indiiklenmis bir hiicre i¢in gereken tampon
miktart her 10 ml'lik hiicre basina 1.5 ml lizis tamponu seklindedir. Tez deneylerinde

kullanilan miktar ise her 250 ml hiicre i¢in 30 ml olarak belirlenmistir.

250 ml'lik indiiklenen hiicre, 8kxG devirde +4°C'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Her
50 ml hacmindeki kiiltiirden elde edilen ve siipernatant1 uzaklastirilan pellete, 7.5 ml
taze hazirlanmis lizis tamponu eklenmis ve pellet siispanse edilmistir. Bu siispansiyon,
oda sidakliginda calkalanarak bir saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi drnek,
buz iizerinde sonikasyona alinmistir. Sonikasyon, cam siselerde, 6rneklerin igerisine
batirtlan prob yardimi ile gerceklestirilmistir. Sonikasyon bir buguk dakika boyunca,
kisa aralikli, orta siddete sahip (60 amp) vuruslarla yapilmistir. Bir buguk dakikalik
sonikasyon islemi sonrasi 0rnek, yine buz iizerinde gerceklesecek olan 15 dakikalik

dinlenmeye alinmistir (1.5 dakika sonikasyon + 15 dakika dinlenme). Sonikasyon
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islemi bir 6rnek icin iki kere tekrarlanmistir. Sonikasyon igleminin ardindan kiiltiir
cam sigseden falcona alinip 8kxG devirde +4°C'de 10 dakika santrifiij edilmis ve elde
edilen pelletler tuz igeren 250 ul PBS ile siispanse edilmistir. Santrifiij sonrast 500 pl
siipernatantin jel i¢in ayrilmasi ile ilk ekstraskiyon tamamlanmig olur. Kalan pellet
ikinci bir muamele i¢in her seferinde taze hazirlanan lizis ¢Ozeltisinde siispanse
edilmis ve bahsedilen islemler tekrarlanmigtir. Toplamda bir 6rnekten iki kere protein

ekstraksiyonu yapilmistir.

4.2.12.2. Protein saflastirmasi

Tez calismasinda protein saflagtirilmasi amaciyla bir afinite kromotografisi yontemi
olan IMAC kullanilmistir. Bakteri tiretici sistemi kullanilarak tiretilen IFN-y proteinini
kodlayan genin 5' ucunda yer alan 6x His isareti ile kolonda bulunan iki degerlikli
katyon arasindaki afiniteye dayanan bir saflastirma yapilmistir. Bu iliski 6x his
isaretindeki histidin amino asitinde bulunan imidazol halkalari ile iki degerlikli katyon
olan kolbalt arasinda olmaktadir. Bu amagla sefaroz boncuklar ile paketlenmis 2
ml'lik hacime sahip olan kolon, 0.1 M konsantrasyonlu kobalt ile yiiklenmistir.
Saflastirma amaciyla protein ¢ozeltisini diisiikk basingli sivi kromotografi cihazina
mM imidazol iceren eliisyon tamponu (Cizelge 4.31) gecirilmistir. Maksimum
iletkenligin 42 mS/cm olarak gozlendigi sistemin hedef proteinin baglanmasi igin
uygun hale getirilmesi i¢in baglanma tamponu (Cizelge 4.30) iletkenlik diiserek belli
bir seviyede sabit olana kadar gegirilmistir. Minimum iletkenligin 35.78 mS/cm olarak
gbzlendigi sistem Ornek yiikklemek i¢in hazir hale getirilmistir. Protein c¢ozeltisi
saflagtirmada maksimum verimin almmast amaciyla baglanma tamponuyla 2
oraninda seyreltilmis ve her seferinde 30 ml olmak iizere kolona enjekte edilmistir.
Kolona tutunamayan hedef dis1 proteinler (flow through) analiz amaciyla toplanmistir.
Kolona yapilan her enjeksiyonun ardindan tutulan proteinlerin toplanmasi amaciyla
%80 eliisyon tamponu %20 baglanma tamponu olana kadar gecirilmistir. Hedef
protein otomatik toplayic1 ile toplanmistir. Anlik olarak gozlemlenen grafik
analizlerine gore hedef proteinin kolondan sokiilmesi 40.86 mS/cm iletkenliginde

olmustur. Toplayici ile saf proteinler 4 ml'lik hacimlerde toplanmistir. Her enjeksiyon
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ardindan tekrar protein enjekte edilebilmesi amaciyla kolon yenilenmistir. Bu amagla
%100 ellisyon tamponu geg¢irilmis ve sonrasinda minimum iletkelik gézlenene kadar

baglanma tamponu gegirilmistir.

Kromotografi sonucu elde edilen 12 ml'lik saf protein barindiran eliisyon ¢ozeltisi
imidazolden arindirmak amaciyla birebir hacimde son konsantrasyonu %15 olan PEG
iceren PEG ile ¢oktlirme ¢ozeltisi (Cizelge 4.32) ile slispanse edilmistir. Cozelti 18°C
sicaklikta 35 dakika 9kxG'de santrifiij edilmistir. Islem sonunda pellette yer alan
hedef protein siipernatanttan ayirilir ve saf protein 5 ml saf protein ¢ézme ¢ozeltisi
(Cizelge 4.33) ile silispanse edilir. Siispansiyon sonucunda agregasyon nedeniyle
¢cozlinmeyen proteinlerde kurtulmak amaciyla +4°C'de max hizda 5 dakika santrifiij

edilmigtir. Sonucunda elde edilen siipernatant saf IFN-y proteini icermektedir.
4.2.13. Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve stoklanmasi
4.2.13.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi ve kiiltiirii

Tez ¢alismasinda U937 insan 16semi monosit lenfoma hiicre hattt ve Dogal 6ldiiriicli
hiicreler (Natural Killer, NK) hiicre hattt NK 3.3 kullanilmigtir. Hiicreler kriyotiipler
icerisindeki sivi nitrojenden (-197°C) cikartilarak 37°C'deki su banyosunda kisa
siirede ¢ozdiriilmiis ve olast kontaminasyonu onlemek amaciyla tiipler hizli bir
sekilde %70'lik alkol ile silinerek laminar flowa alinmustir. Hafifce pipetlenerek
dagitilan hiicreler RPMI 1640 besiyerinde olacak sekilde %10 1s1 ile inaktivite edilmis
fetal sigir serumu, 4 mM L-glutamin ve 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
iceren kiiltiir besiyerinin bulundugu steril tiipe alinmistir. 5 dakika siireyle 800 rpm
devirde santrifiij edilmistir. Santriflij bittiginde tiip tekrar alkol ile silinerek laminar
flowa alinmistir. Tiip icerisindeki yikanmig hiicreler %10 FBS, 100 U/ml penisilin,
100 pg/ml streptomisin ve 4mM L-glutamin igeren RPMI 1640 besi ortamu ile T25
cm? hiicre kiltlirii kabina (flask) alinmistir. Laminar flowdan alinan hiicreler 37°C'de
%35 CO; igeren inkiibatorde flask kapaklar1 yar1 agik olacak sekilde konulmuslardir.
Dondurmayi takiben ilk kez ¢oziilmiis olan hiicreler 2-3 x 10° yogunluga ulastiginda
besiyerleri degistirilerek tazelenmistir. Ancak daha sonraki degistirmeler hiicre

gereksinimlerine bagl olarak 2-3 giinde bir yapilmistir.
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4.2.13.2. Hiicre pasajlama/tazeleme ve stoklanmasi

Sayilar1 zaman gectikge artan ve birbirine yaklasan hiicreler daha rahat
cogalabilecekleri flaska boliinebilir veya eksiltme yoluyla tazelenebilir ve gerekiyorsa
bir kismi dondurularak saklanabilir veya deneye alinabilirler. Hiicreler
cogalmalari/boliinmeleri kontrol amaciyla hiicre kiiltiiri mikroskobu (invert
mikroskop) kullanilarak kontrol edilmistir. Hiicre tazelenmesinde kullanilacak her

malzeme alkolle silindikten sonra laminar flowa alinmistir.

U937 hiicreleri ylizeye yapismayan hiicre olduklar1 i¢in tazelenmeleri amaciyla
yeterince iireyen hiicrelerin %95 kadar kismi uzaklastirilmistir. Geride kalan kiiltiir
toplam hacim 5 ml olacak sekilde 37°C'de %10 fetal sigir serumu, 4 mM L-glutamin
ve 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin iceren RPMI 1640 besiyeri eklenmis

ve hiicre tazelenmesi tamamlanmustir.

Hiicre stoklanmasi i¢cin 800 rpm'de 5 dakika santrifiij edilen hiicrelerden besiyeri
uzaklagtirllmis ve %10 DMSO ve %90 FBS iceren soliisyonla karistirilmistir.
Ardindan 1.5 ml'lik kriyotiiplere alinan kiiltiirler -20°C'ye alinmasi seklinde bir gece
bekletildikten sonra -80°C'ye kaldirilmistir.

4.2.14. Rekombinant interferon gama etkinlik ol¢iimii

Hiicre kiiltiiriinde tiretilen SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hatti iizerine kuyu basina
500 hiicre olacak sekilde 1 IU/ul konsantrasyonda 3 tekrar olmak iizere interferon
gama eklenmistir. Stok interferon gama Cizelge 5.4 'de gosterildigi gibi diliiye
edilmistir. Deneyde interferon gama ile muamele edilmeyen kontrol gruplar1 da
kullanilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarin ardindan 220 pl olacak sekilde hiicre
siipernatantlar1 C1q diizeyleri miktar1 tayini amaciyla alinmig geride kalan 80 ul'lik

kisima ise MTT testi uygulanmistir.

* Sandvi¢ ELISA teknigi ile siipernatanttan C1q diizey tayini

Kompleman bileseni Clq, klasik kompleman aktivasyon yolaginda gorevli Cl

93



kompleksinin tanima alt {initesidir. Hiicre kiiltiirii siipernatantlarindaki C1q diizeyleri
sandvi¢ ELISA teknigi ile tayin edilmistir (AssayPro, USA). Poliklonal Clq spesifik
antikor kapli plaklar ile siipernatantlardaki Clq diizeyleri immobilize antikor ve
biyotinle bagli poliklonal Clq spesifik antikor ile sandvi¢ teknigi kullanilarak
kantitatif olarak tayin edilmistir. Deneyler protokolde anlatildigi sekilde
gerceklestirildi. Orneklerde 6lgiilen biitin Clq diizeyleri, kitin minimum tayin
edebilme limiti olan 0,03 ng/ml’den yliksek olarak bulundu. Sandvi¢g ELISA teknigi
ile siipernatanttan C1q diizey tayini protokolu asagidaki gibidir;

Hiicre kiiltiiri siipernatantlarinin hazirlanmasi: Calisma ¢ozeltileriyle inkiibe edilmis

SH-SYSY hiicrelerinin silipernatantlar1 toplanmigtir. Siipernatantlardaki kalmtilarin
uzaklagtirilmasi i¢in 3kxG’de 10 dakika santrifiijlenmis ve ornekler ¢alisma giiniine

kadar -80°C’de saklanmustur.

—

. Kuyucuklara 50 pl 6rnek/standart eklenmis ve 2 saat inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonunda 6 defa 300 ul yikama ¢dzeltisi ile kuyucuklar yikanmustr.

3. Kuyucuklara 50 pl biyotinlenmis insan Clq antikoru ilave edilmis ve 1 saat

inkiibe edilmistir

4. Kuyucuklara 50 pl streptavidin-peroksidaz konjugati ilave edilmis ve 30
dakika inkiibe edilmistir.

5. Plaklar 6 defa 300 pul yikama ¢ozeltisi ile yikanmustir.

6. Kuyucuklara 50 pl kromojen substrati ilave edilmis ve 15 dakika inkiibe

edilmistir.

7. Kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi ilave edilmis ve olusan renk absorbansi
450 nm ve 570 nm’de okunmustur. Hesaplamalar 450 nm’deki absorbanstan

570 nm’deki absorbans ¢ikartilarak yapilmstir.
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* Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) Analizi

Metabolik aktivite temelli bir test olan MTT, tetrazolyum tuzlarinin hiicre tarafindan
kullanimi1 esasina dayanmaktadir. Canli hiicre sayist dehidrogenaz enzim aktivitesi ile
yansitilmaktadir. Calisma prensibi, temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin
artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT: sar1) kullanarak formazan
(mor) boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin absorbans olarak ELISA
okuyucu ya da spektrofotometrede 500-600 nm dalga boyunda Slgiilmesine dayalidir.
MTT protokolu asagidaki gibidir;

1. Aseptik kosullar altinda her bir kuyuya 20 pl 5 mg/ml MTT eklenmistir. Bir

set kuyuya kontrol amaciyla hiicre icerigi olmadan yalnizca MTT eklenmistir.

2. 37 °C'de 3.5 saat inkiibe edilmistir.

3. Dikkatli bir sekilde besiyeri uzaklagtirilmistir.

4. Her bir kuyuya 150 pul MTT ¢oziiciisii eklenmistir.

5. Isik gdrmemesi i¢in aliiminyum folyo ile sarilmig ve orbital calkalayicida 15

dakika ¢alkalanmistir.

6. Spektrofotometrede 590 nm OD'de 6l¢iim alinmistir.

Cizelge 4.52. IFN-y diliisyon

Materyal Calisan Konsantrasyon
IFN-y 1 IU/ul

FBS %10

DMEM
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Mononiikleer Hiicrelerden RNA izolasyonu, Komplemeter DNA eldesi ve

Dogrulanmasi

Calismamizda yer alan IFN-y kodlayan gen (NM_00619 erisim numarali IFN-y geni

dizisi) bolgesi Sekil 5.1'de goriildiigi tizere farkli ekzonlar iizerinde yer aldigi igin

hedef genin elde edilebilmesi amactyla total RNA'nin izole edilip cDNA elde edilmesi

gerekmistir.

@ NM_D00519 [dna)

[o =TT k=S W

E

1 50, 100 . ASo 200 250 300 350 400 450 500, e 550, res 500,

[ NP 000610.2

b

g*—

b

650,700,750, .800. 850 900 950 kS0 ik 115D, 2240

mat peptide

b

1 50 100 150 ﬁuu Z5 300 350 400 450 500 550 euu\[ 650 700 750 800  8S0 900 950 1k 1050 1.7k 1150 1240
196 1429 bp) 524

Sekil 5.1. IFN-y gen dizisi
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Sekil 5.2. Total RNA miktari

Bu amagla NK3.3 hiicrelerinin, U937 makrofaj hiicre hatti ile kokiiltiirii yapilmistir.
Ortama Escherichia coli O157:H7 lipopolisakkaridinin fenol ekstrakti eklenerek 6
saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicrelerden RNA izolasyonu bolim 4.2.4.1'de
belirtildigi sekilde yapilmistir. RNA miktar1 ve saflig1 nanodropta ol¢iilmiis ve 44-35
ng/pul arasinda bulunmustur (Sekil 5.2).Ters transkripsiyon reaksiyonlarinda ayni
miktarlar arasinda RNA kullanmaya dikkat edilerek boliim 4.2.5.2'de belirtildigi gibi
cDNA elde edilmistir. TT-PZT sartlarinin normalizasyonu amaciyla insan beta aktin
primerleri kullanilmistir. Beta aktin geni insan hiicrelerinde siirekli olarak tiretimi
gerceklesen bir gendir ve TT-PZT sartlarinin normalizasyonu i¢in kullanilmistir. Bu
amacla beta aktin PZT reaksiyonu kurulmus (Cizelge 4.42 ve Cizelge 4.43) ve 563
baz cifti olacak sekilde dogru yerde goriintiilenmistir.
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Sekil 5.3. Beta aktin PZT % 2'lik TAE agaroz jel goriintiisit MB: molekiiler belirte¢
1: Beta aktin

5.2. IFN-y Geni Eldesi, Klonlanmasi ve Klonlamanin Dogrulanmasi

Calismamizda beta aktin ile optimizasyonu yapilan cDNA'dan [FN-y geni elde etmek
amactyla IFN-y genine spesifik olarak ve oncelikli olarak bakteride iiretim ig¢in
pET28a vektoriine klonlamaya uygun olacak sekilde dizayn edilmis primer (Cizelge
4.44) ile PZT yapilmistir. Bu amagla gradient PZT ile optimal baglanma sicaklig
(Sekil 5.4) belirlendikten sonra IFN-y geni 6zgiin olmayan bantlardan kurtulmak
amactyla inen (touch down) PZT ile 431 baz ¢ifti boyutunda dogru yerde elde
edilmistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.4. IFN-y gradient PZT % 1.5 TAE agaroz jel goriintiisii. Ilk kuyuda 60°C'den
baglayip artan sicakliklarla 12. kuyuda 67°C'ye ulasilmistir. MB: molekiiler belirteg 1:
60°C 2: 64°C (optimal baglanma sicakligi) 3: 67°C derecelerini gostermektedir
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Sekil 5.5. IFN-y inen (touch down) PZT %1.5'luk jel goriintiisiit MB: molekiiler
belirte¢ 1,2,3,4,5 :IFN-y geni goriintiisiinii gostermektedir

Bakteri iiretici sisteminde IFN-y protein ekspresyon vektoriiniin olusturulmasi igin,
pET28a plazmiti {izerine, cDNA'den ¢ogaltilan IFN-y gen segmenti aktarilmistir. Gen
klonlamasi islemleri, PZT ile elde edilen IFN-y {iriiniiniin ve pET28a plazmitinin
EcoRI ve Nhel restriksiyon endoniikleazlarla kesilmesini ve elde edilen kesim
tiriinlerinin ligasyonunu icermektedir. Plazmit kesim tirtinleri ve IFN-y PZT {iriiniiniin
beklenen boyutta oldugu agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir (Sekil 5.6 ve
Sekil 5.7). Ligasyon 6ncesinde yer alan kesim basamaklarinda IFN-y PZT iiriinii ve
plazmit vektorii bolim 4.1.2.2'de yer alan bilgilere gore saflastirtlmistir. Plazmit
vektoriin - gerceklestigi  siipersarmal formlarin EcoRI ve Nhel enzimleri ile
kesilmesinin ardindan tamamen kaybolmasi, yerini dogrusal plazmite ait tek bandin

almasi ile dogrulanmistir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.6. Guanidin ile saflagtirilmig IFN-y PZT {iriinii % 1.5'luk agaroz jel
goriintiisit MB: molekiiler belirtec 1, 2 ve 3: saf [IFN-y PZT {irlinli gdstermektedir

Sekil 5.7. PEG ile saflagtirllmis pET28a plazmit vektorii 1 ve 2 numaralar1 saf
pET28a vektoriinii gostermektedir
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Sekil 5.8. Molekiiler klonlamada resktriksiyon endoniikleaz ile kesim kontrolu
1:kesilmemis pET28a 2: EcoRI ile kesilmis pET28a 3:Nhel ile kesilmis pET28a
gostermektedir

Elde edilen kesim iiriinlerinin 1:2, 1:4 ve 1:8 oranlarinda (1 insert konsantrasyonunu
ifade etmektedir) ligasyonun ardindan gerceklestirilen gen aktarimi deneyi sonucu 7
ve 12 numaral1 iki adet E. coli K12 JM109 transformant kolonisi elde edilmistir. Bu
kolonilerin “insert” alip almadiginin kontrolii, T7-5'-T7-3' primerleri kullanilarak
PZT ile gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonrast PZT f{iriinleri %?2'lik agaroz jele
yiiklenmistir. Jel goriintiisii Sekil 5.10'da verilmektedir. Koloni tarama PZT'si ile T7
primerlerinin bos pET-28a iizerinde amplifiye ettigi parca uzunlugu 300 bg'dir. Coklu
klonlama bdlgesine yapilan herhangi bir aktarim sonrasinda ise T7 primerleri ile
yapilacak PZT sonucu elde edilecek firiin boyunda, aktarilan gen bdlgesinin
biiyiikligii kadar (IFN-y i¢in 431 bg) bir artma gortilmistiir. IFN-y gen iirlintiniin pET-
28a vektoriine aktarilmasi sonrasinda T7 primerleri ile yapilacak koloni tarama PZT
sonucu 7 ve 12 numarali kolonilerden beklenen biiyiikliikte (719 bg) tiriinler elde

edilmistir.

Tespit edilen 7 ve 12 numarali koloniler secgilerek plazmit izolasyonu yapilmustir.
Izole edilen ve saflastirilan plazmit bakteri iiretici sistemine aktarilmadan &nce
icerdigi IFN-y dizisini tespit etmek amaciyla dizi analizi gergeklestirilmistir. Se¢ilen

K12 JM109 kolonisinden elde edilen pET-28a vektoriiniin IFN-y gen dizisi analizi
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BLAST algoritmas1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Klonlamanin bagarili bir sekilde
gerceklestirildigi DNA dizi analizi ile dogrulanmistir. Analiz neticesinde IFN-y gen
dizisi icerdigi ispatlanan suslardan elde edilen plazmitler, protein ekspresyonu igin
daha uygun metabolik Ozelliklere sahip FE.coli BL21 susuna aktarilmistir.

Transformasyon sonrasi basarili kolonilerden bir tanesi secilip indiiklenmistir.

=

Sekil 5.9. Klonlama sonras1 T7 primerleriyle koloni tarama PZT'si %2'lik agaroz jel
goriintlisit. MB: molekiiler belirte¢ 1:7 numarali koloni 2:12 numarali koloni
gostermektedir
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5.3. IFN-y'min Bakteriyel Ekspresyon Analizi

Interferon Gama iiretiminde &n ekspresyon calismalarinin yapilmasi ve basarili
transformantlarin se¢imi i¢in elde edilen BL21 hiicreleri ODggp nm'de 0.8 baslangic
bulanikliginda, 24 saat siiresince, 22°C sicaklikta, 160 rpm c¢alkalama hizinda ve 0.2
IPTG konsantrasyonunda indiiklenmistir. Elde edilen SDS-PAGE jel goriintiileri
(Sekil 5.11 ve Sekil 5.9) sonucunda 19.228 kDa biiyiikliiglindeki interferon gama
proteini dogru yerde goriilmils ve ekspresyon icin secilen basarili transformant
kolonilerden 12 nolu koloninin ekspresyonu plackett-burman tasariminda bulunan 2
seviyeli 6 adet farkli faktor g6z onilinde bulundurularak yapilmistir. Ardindan elde
edilen sonuglar ile box-behnken analizinde ylizey yanit modellemesi yapilarak uygun
tiretim kosulu belirlenmigtir. Her ekspresyon sonrasi koloniler SDS-PAGE ile

taranmig ve jel goriintiisii gel analyzer programi kullanilarak yapilmstir.

Bakteriyel ekspresyona hazir 12 numarali IFN-y icerikli transformant BL21 hiicresi,
on kiiltiire alinarak tazelenmistir. Tazelenen bu BL21 hiicresi 37°C'de ¢alkalamali
inkiibasyonda tireme egrisi grafigine gore belirlenen optimal indiikleme zamani olan
erken eksponansiyel faza (ODgoo 0.4 - 0.8) ulastiginda indiiklenmiglerdir. Box-
behnken RSM analizi sonucunda optimal iiretim kosulu 37 °C sicaklik, ODgoo 0.4
baslangi¢ bulaniklig1 ve 12 saat indiiksiyon olarak belirlenmistir. Plackett-Burman ve
Box-Behnken analizi iiretim kosullar1 ile SDS-PAGE goriintiileri ve RSM analiz

sonuglar1 asagida verilmektedir.
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Sekil 5.10. Ekspresyon sonrast SDS-PAGE ile taranan koloniler B: belirteg 1, 2, 3, 4
numaralar1 bos pET28a igerkli BL21 hiicresini ve 5, 6, 7, 8 numaralar1 IFN-y igerkli
pET28a igeren BL21/7-1 hiicrelerini gostermektedir
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Sekil 5.11. Ekspresyon sonras1t SDS-PAGE ile taranan koloniler B: belirteg 1, 2, 3, 4
numaralar1 bos IFN-y icerkli pET28a iceren BL21/7-2 ve 5, 6, 7, 8 numaralar1 [IFN-y
icerkli pET28a igeren BL21/12 hiicrelerini gostermektedir
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Sekil 5.12. BL21 37°C' iireme egrisi grafigi ve optimal indiikleme zamani ve
bulaniklig

Ureme egrisi grafigi E.coli BL21 susunun belirlenen optimal bulanikliga ulastig

zamanin tayin edilmesi amaciyla yapilmistir.
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Cizelge 5.1. Plackett-Burman IFN-y iiretimi deney kosullari

Deney | Sicakhk | pH | IPTG | Baslangi¢ Indiiksiyon Calkalama
sirasi (°O) (mM) ODsoo zamani (saat) Hizi
(RPM)

1 37 7.5 | 0.02 0.4 12 100
2 22 7.5 0.2 0.8 12 100
3 22 5.5 0.2 0.4 24 100
4 37 5.5 0.2 0.8 12 100
5 22 55 | 0.02 0.4 12 100
6 22 55 | 0.02 0.8 12 200
7 37 55 | 0.02 0.4 24 200
8 22 7.5 | 0.02 0.4 24 200
9 22 5.5 0.2 0.8 24 200
10 37 7.5 0.2 0.8 24 100
11 37 7.5 | 0.02 0.8 12 200
12 22 7.5 0.2 0.4 12 200
13 37 55 | 0.02 0.8 24 100
14 37 7.5 0.2 0.8 24 200
15 22 7.5 | 0.02 0.8 24 100
16 37 5.5 0.2 0.4 12 200
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Sekil 5.13. Plackett-Burman deney tasarimi matrisi ile elde edilen IFN-y ifadelenme
yanitlarinin SDS-PAGE ile incelenmesi. B: belirteg 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 : deney sirasini
gostermektedir
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Sekil 5.14. Plackett-Burman deney tasarimi matrisi ile elde edilen IFN-y ifadelenme
yanitlarinin SDS-PAGE ile incelenmesi. B: belirte¢ 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 :
deney sirasini gostermektedir
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Cizelge 5.2. Plackett-Burman deney tasarim matriksi denemeleri hiicre lizatlarinin
SDS-PAGE protein bant profilleri

Deneme No IFN-vy tepesinin egri IFN-y tepesi :
alt1 alam toplam protein
orani
1 648 2.1891891892
2 283 0.6086021505
3 371 1.0108991826
4 635 1.0583333333
5 537 2.685
6 386 0.4237102086
7 175 0.8139534884
8 312 0.3653395785
9 187 0.4202247191
10 605 1.295503212
11 646 1.0205371248
12 404 1.150997151
13 654 0.6913319239
14 438 0.7487179487
15 254 0.2123745819
16 460 0.5808080808
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Cizelge 5.3. Plackett-Burman analizinde faktorlerin tahmin edilen regresyon
katsayilarina ait bilgiler

po ve p1 Katsay1 standart t Pr(>|t|)
hatalari istatistikleri

Sabit 437.188 17.174 25.457 0.00154 | *=*
degiskenler
(intercept)
templ 95.438 17.174 5.557 0.03089 | *
pHI 11.562 17.174 0.673 0.57016
iptgl -14.312 17.174 -0.833 0.4923
startOD1 -1.813 17.174 -0.106 0.92558
indTimel -62.688 17.174 -3.65 0.06754
rmpl -61.187 17.174 -3.563 0.07054
templ:pH1 40.062 17.174 2.333 0.14487
temp1:iptgl 16.188 17.174 0.943 0.4454
templ:startOD1| 62.437 17.174 3.636 0.06803
templ:indTime | -1.937 17.174 -0.1130 0.92048
1
templ:rmpl -41.688 17.174 -2.427 0.13595
iptgl:startOD1 | -35.312 17.174 -2.056 0.17607
iptgl:rmp1 10.563 17.174 0.615 0.60119
Onemlilik kodlari: 0 '***' (0,001 **' 0.01 '*' 0.05".' 0.1''1
B0 ve B1: Degiskenlere ait tahmin edilen katsay: degerleri
Pr(>|t|): P-degerleri
iptg: Indiikleyici konsantrasyonu
temp: Sicakhk degiskeni
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rmp: Calkalama hiz1
startOD: Baslangi¢c bulanikhig:
indTime: Indiiksiyon siiresi

pH: Hidrojen giicii-asitlik
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Sekil 5.15. Plackett-Burman tasarimi protein iiretiminde faktorlerin etkilesim grafigi
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Cizelge 5.4. Box-Behnken IFN-y iiretimi deney kosullar

Deney | Sicakhik | pH | IPTG | Baslangi¢ Indiiksiyon Calkalama
sirasi (°C) (mM) ODsoo zamani (saat) Hiza
(RPM)

1 29.5 7.5 1 0.02 0.8 12 100
2 22 7.5 1 0.02 0.4 18 100
3 22 7.5 | 0.02 0.8 18 100
4 22 7.5 | 0.02 0.6 12 100
5 37 7.5 | 0.02 0.8 18 100
6 22 7.5 1 0.02 0.6 24 100
7 29.5 7.5 | 0.02 0.6 18 100
8 37 7.5 | 0.02 0.6 24 100
9 29.5 7.5 | 0.02 0.4 24 100
10 29.5 7.5 1 0.02 0.4 12 100
11 37 7.5 1 0.02 0.4 18 100
12 29.5 7.5 1 0.02 0.8 24 100
13 37 7.5 | 0.02 0.6 12 100
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Sekil 5.16. Box-Behnken deney tasarimi matrisi ile elde edilen IFN-y ifadelenme
yanitlarinin SDS-PAGE ile incelenmesi. B: belirte¢ 2, 3, 12, 11, 7, 5, 8, 1 : deney
strasini gostermektedir
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Sekil 5.17. Box-Behnken deney tasarimi matrisi ile elde edilen IFN-y ifadelenme
yanitlarinin SDS-PAGE ile incelenmesi. B: belirteg 6, 9, 4, 13, 10 : deney sirasini
gostermektedir
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Cizelge 5.5. Box-Behnken deney tasarim matriksi denemeleri hiicre lizatlarinin SDS-
PAGE protein bant profilleri

Deneme No IFN-vy tepesinin egri IFN-y tepesi :
alt1 alam toplam protein
orani

1 349 0.2678434382
2 290 0.4865771812
3 212 0.1576208178
4 239 0.1859922179
5 417 1.0347394541
6 279 0.2286885246
7 310 0.2520325203
8 385 0.5824508321
9 395 0.4925187032
10 366 0.2863849765
11 426 1.0390243902
12 314 0.3512304251
13 432 1.1020408163
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Sekil 5.18. Yanit yiizeyi metodu (RSM) analiz sonuglar1
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5.4. Protein izolasyonu ve Saflastirilmasi

Indiiksiyon sonucunda 12 numarali IFN-y icerikli transformant BL21 hiicresi,
rekombinant protein eldesi amaciyla lizis ¢ozeltisi (Cizelge 4.29) ile parcalanmistir.
Elde edilen hiicre pargasi igeren protein ¢ozeltisi, DNA'dan kaynaklanan viskoziteyi
azaltmak i¢in yapilan sonikasyonun ardindan santrifiij yapilmis ve protein igerigi elde
edilmistir. Analiz amaciyla saflastirma basamagindan once 1 ml karigik protein icerigi

ayirilmistir. Karigik protein igerigi kobalt bazli afinite kromotgrafisi yontemiyle

CoIMAC 6 adli protokole gore saflagtirilmistir.
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Sekil 5.19. interferon Gama afinite kromotografi saflastirma sonug grafigi

kDa
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Sekil 5.20. Rekombinant Interferon Gama'min kromatografik saflastirmasi sonrast
fraksiyonlarin %16 SDS-PAGE jel goriintiisii. B: belirteg 1: yesil floresans protein
(GFP) 2: protein ¢dzeltisi 3: saf Interferon Gama 4: tutunamayan hedef dis1 proteinler
(flow through) gostermektedir
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5.5. Protein Uretiminin Dogrulanmas: ve Miktar Tayini

1 2 3 45

Sekil 5.21. Box-Behnken analizi ile saptanmig optimal iiretim kosullari ile tiretilen
interferon gama western sonucu. 1: GFP 2: protein ¢6zeltisi 3-5: tutunamayan hedef
dis1 proteinler (flow through) 4: saf interferon gama gostermektedir
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Sekil 5.22. Bradford standart proteinlerin absorbans deger grafigi

Yapilan bradford analizi neticesinde saf olarak elde edilen Interferon Gama protein

konsantrasyonu 0.6 pg/pl bulunmustur.
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5.6. Rekombinant Interferon Gama Etkinlik Sonuclar

SH-SY5H insan ndroblastom hiicre hattinda 24 saatlik ve 48 saatlik kontrol ve
Interferon Gama yanitlarina bakildiginda sirasiyla; 24 saatlik MTT ile hiicre canliligs
incelendiginde %100.00 + 2.38 ve %83.54 + 6.86, 48 saatlik MTT ile hiicre canlilig1
incelendiginde %100.00 £ 1.41 ve %100.96 + 0.23 bulunmustur ve hiicrelerde bir
degisiklik saptanmamustir (p-degeri: 0.127 ve 0.57). Ancak, hiicreler tarafindan
iiretilen C1q diizeylerine bakildiginda, kontrol ve Interferon Gama yanitlar1 sirastyla;
24 inkiibasyonlarda 0.055 + 0.00502 ve 0.24 =+ 0.0012 ng/ml, 48 saatlik
inkiibasyonlarda 0.055 + 0.0014 ve 0.24 + 0.015 ng/ml oldugundan interferon Gama
uygulanan grubunun kontrol grubuna gore daha fazla Clq sekrete ettigi goriilmiistiir

(p-degeri: 0.00041 ve 0.0041).
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6. TARTISMA VE SONUC

Heterelog rekombinant protein iiretimi ve iretilen bu proteinlerin kullanimi
biyoteknolojinin 6nemli ¢alisma alanlarindan birini olusturmaktadir. Rekombinant
DNA teknolojisinin kullanildig: protein iiretimi yonteminde, fizyolojik sinirlarin ¢ok
iistiinde bir iiretimin arzu edildigi proteinin dogal kaynagindan farkli bir organizmada
iretimini beraberinde bir¢ok sorun ve iiretim zorlugu meydana getirmektedir (29).
Rekombinant protein iiretim teknolojisinde bakteri, maya, alg, memeli ekspresyon
sistemleri gibi bir¢cok sistem kullanilmaktadir (40). Ancak, temelde kisa siireli ve
diisiik maliyetli tretimin miimkiin oldugu bakteriyel konake¢i hiicreler sik sik
heterelog rekombinant protein iiretiminde tercih edilmektedir. Bakteriyel konakc¢ida
gerceklestirilen iiretimin, konak¢i sistemine getirdigi yik ve stres konakg1
homeostazinda bozulmaya sebep oludugundan her zaman beklenen verimde protein

tiretimi gergeklesmemektedir (57).

Bu tez caligmasinda, insan immiin sisteminin sitokinlerinden biri olan ve bagisik yanit
diizenleyici rolii ile bilinen interferon gama proteininin {iretimi E.coli BL21(DE3)
susu kullanilarak yapilmistir. Bu amacla ilgili proteinin gen dizisi, sahip oldugu T7-
lac promotoru ile yiiksek diizeyde rekombinant protein iitetimi yapmay1 saglayan pET
ekspresyon sistemlerinden pET28a vektoriine aktarilmistir. Molekiiler klonlama
islemleri sirasinda, yiiksek transformasyon verimi, recA” genotipi ve T7RNAP geni
bulundurmamasi nedeni ile E. coli K12 JM109 hiicreleri kullamilmistir (58). Bu
hiicreler, T7 RNA polimeraza sahip olmadiklarindan, pET sistemlerine klonlanmis
genleri ifadelendirmemektedir. Boylece, iiretilmek istenen heterolog protein, memeli
bagisiklik sistemi proteinlerinde siklikla goriildiigii gibi, E. coli hiicresi igin toksik
olsa bile, bakteri hiicresinde kacak ifadelenme meydana gelmemektedir. Otto ve ark.,
ekspresyon konagi hiicrelerin, toksik protein kodlayan plazmid vektorlerde promotor
delesyonlar1 olusturabileceklerini bildirmistir (59). Bu ¢alismada, molekiiler klonlama
islemleri sirasinda “insert” DNA'sinin E. coli K12 JM109 hiicrelerinde korundugu
DNA dizi analizi ile saptanmistir. Dogru gen dizisini igeren plazmitler, metabolik
ozellikleri ile fabrika hiicre olarak kullanilmaya uygun olan ve genoma entegre /ac

promotoru ile indiiklenebilen T7 RNA polimeraz geni bulunduran E.coli BL21(DE3)
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bakteri hiicrelerine aktarilimigtir (60).

Bakteriyel protein ifadelendirme sistemleri, hiz, maliyet ve manipiilasyon kolaylig1
yoniinden Onemli avantajlar sunmaktadir. Bununla birlikte, bakteri hiicreleri kisith
metabolik rezervleri nedeni ile bazi proteinleri yetersiz iiretebilmekte, bazi

proteinlerin ise fonksiyonel katlanmalarini gergeklestirememektedir (46,47,61).

Ifadelenme diizeylerinin artirilmasi ve fonksiyonel katlanmis protein eldesi, heterolog
rekombinant protein iireten mikrobiyal fabrika hiicre uygulamalarinda iki temel hedefi
olusturmaktadir. Besiyeri bilesenleri, fiziksel kosullar, fabrika hiicrelerin genetik alt
yapist ve tasarimi gibi c¢ok sayida faktoriin etkisi altindaki bu siireclerin
optimizasyonu igin istatistiksel deney tasarimlari, siire ve maliyet yoniinden 6nemli

avantajlar saglamaktadir (43,46,62).

Calismamizda, oncelikle protein ifadelenme diizeylerinde etkili faktorlerin taranmasi
ve sonrasinda ise etkili bulunan faktorlerin yanita etkisinin dogrusal modellerinin ve

yanit ylizeylerinin modellendigi iki kademeli bir yaklagim benimsenmistir.

Calismamizda Plackett-Burman deney tasarimi ile taranacak faktorlerin se¢iminde 6n
caligmalarda one ¢ikan bir dizi faktor ile benzer 6zellikler gosteren proteinler ile

gelistirilen ¢aligmalarda test edilen faktorler dikkate alinmistir (61,63,64).

Optimal iretim kosullunun belirlenmesi amaciyla ilk olarak 2 seviyeli kismi
faktoriyel analiz olan Plackett-Burman analizinde; farkli IPTG konsantrasyonlari,
indiikleme siireleri, indiiksiyon baslangic OD, calkalama hizi, ortam sicakligi ve
besiyeri pH's1 degiskenler olarak belirlenmis ve analizin vermis oldugu deney
diizenegi dogrultusunda iiretim yapilmustir. Uretim sonuglari, SDS-PAGE jel gériintii
analizi neticesinde faktorlerin birbirleriyle olan iliskileri ve protein iiretiminde
faktdrlerin dnemlilik diizeyleri ile elde edilmistir. 11k gerceklestirilen analiz sonuglari
neticesinde indiiksiyon zamani, baslangic OD'si ve sicaklik 6nemli degiskenler olarak
belirlenmistir. Belirlenen 3 farkli degiskenin optimal seviyelerinin belirlenmesi
amactyla box-behnken deney diizegi ile iiretim gerceklestirilmis ve SDS-PAGE jel

analizi ile elde edilen protein bant profillerinin incelenmesi sonucunda yiizet yanit
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modellemesi (RSM) ile uygun indiiksiyon kosullar1 belirlenmistir. RSM analizi ile
elde edilen optimal tiretim kosullar1 dikkate alinarak nihai IFN-y tiretimi yapilmistir.
IFN-y saflastirmasi amaciyla afinite kromotgrafi olan kobalt bazli Co-IMAC
kromotografi kullanilmistir. Protein kantitasyonu bradford ile gerceklestirilmistir. Saf
IFN-y aktivitesi, néron hiicrelerinde MTT analizi ve Clq diizeyinin tahmini ile

yapilmustir.

Heterelog rekombinant protein iiretiminde, pET-28 vektoriine aktarilan genlerin
ekspresyonu, bir laktoz analogu olan IPTG'ye baghdir (65). IPTG, bakteri hiicreleri
tarafindan metabolize edilmeden ortamda lac operonu inhibitdriinii baglayarak lac
operonunun aktivasyonunu saglamaktadir. Bu galaktopiranozidin konsantrasyonu Ca
ve arkadaslarinin (66) yaptigi calismalarin aksine yaptig1 c¢aligmalarin aksine
plackett-burman analizi neticesinde 0.02 mM gibi diisiik IPTG konsatrasyonlarinda
bile indiiksiyonun basarili sekilde gergeklestigi goriilmiistii. Bu sebepten IPTG
tiretiminde 6nemli bir degisiklige yol agmadigi kanisina varilmis ve tiretimde IPTG
konsatrasyonu 0.02 mM olarak sabitlenmistir. Hedef genin T7 RNA polimeraz aracili
transkripsiyonu ve translasyonu, s6z konusu enzimin hiicre icinde az sayida
bulunmasiyla bile doygunluga ulasabilmektedir. E. coli BL21 (DE3) susundaki
T7RNAP geni lacUV5 promotoru kontrolu altindadir. Ortamda ¢ok az miktarda
substrat ya da analogu (IPTG) bulunmasi yeterli T7RNAP aktivitesine hemen

ulagilmasi ile sonuglanmaktadir (60,61).

Plackett-Burman analizi neticesinde ortaya ¢ikan faktor etkilesim maktiksi ve tahmin
edilen regresyon kat sayilarina ait bilgiler incelendiginde ¢alkalama hizinin 200 rpm
yerine 100 rpm olarak ayarlanmasi protein veriminde c¢arpict sekilde artiga yol
acmistir.  Sadeghi ve arkadaglarinin (67) yapmis oldugu calismada da, diisiik
calkalama hizlarmin protein veriminde olumlu etki gosterdigini bildirmistir. Bu
durum, hizli ¢alkalanmadan dogan mekanik hasarin hiicrede protein verimine olumsuz
etki yaptig1 diisliniilmiistiir. Bir diger degisken olan ortam pH's1, 7.5 ile 5.5 degerleri
denemis ve Plackett-Burman analizi neticesinde protein lretiminde anlamli fark
gbézlenmemistir (p-degeri: 0.57016). Bu amagla nétral pH'ya yakin olan pH 7.5

tiretimde tercih edilmistir.
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Iki seviyeli faktoryel tasarimlar ana etkilerin ve etkilesimlerin saptanmasinda ilk
adimi olusturmaktadir. Calismamizda, Plackett-Burman tarama testinde IFN-y
ifadelenme diizeyi tizerinde etkili oldugu gozlenen faktdrlerden inkiibasyon sicakligi,
indiiksiyon baslangi¢ hiicre yogunlugu ve indiiksiyon siliresinin yanit yiizey
modellemesi 1li¢ seviyeli Box-Behnken deney tasarimi ile gergeklestirilmistir.
Incelenen faktorlerin yanita etkisi, ikinci dereceden dogrusal modeller olarak ifade
edilmistir. Ikili etkilesimler kontiir grafikler ve {ic boyutlu yamt yiizeyleri olarak

gorsellestirilmistir.

Rekombinant IFN-y iiretiminde yiiksek inkiibasyon sicakliginin ifadelenme diizeyini
artirdig1 saptanmigtir. Calismamizda, SDS-PAGE bant profillemesi ile yanit olarak
Ol¢iilen protein ifadelenme diizeyleri ve hesaplanan oranlar, standart lizis protokolu ile
¢Oziiniir duruma gecirilen bakteriyel protein fraksiyonunu icermektedir. Rekombinant
protein iiretiminde, fabrika hiicre basina en fazla miktarda proteinin, en kisa siirede
tiretimesi hedeflenmektedir. Ancak, hizli iiretim sirasinda hiicrenin saperon rezervi
yetersiz kalarak sentezlene proteinlerin ¢ogunun hatali katlanmasina yol acabilir

(68,69).

Calismamizda kiiltiiriin 37°C sicaklikta indiiklenmesi, hiicrenin saperon sentezine
olumlu katk: yaparak, lizis sonras1 olusan pellette ¢6ziinmez halde kalan inkliizyon
cismi fraksiyonundan bagimsiz olarak daha ¢ok miktarda ¢6ziiniir protein olusturuyor

olabilir.

Calismamizda indiiksiyon siiresini 12 saat ile sinirli tutmanin IFN-y eldesini artirdigi
gozlenmistir. Rekombinant protein {iretimini olumsuz yonde etkileyen faktorlerden
biri de hiicresel proteazlardir. Inkiibasyon siiresi uzadik¢a kiiltiir kosullarmin
bozulmasi hiicrelerde strese yol agmaktadir. Proteaz ifadelenmesinde artis E. coli
hiicrelerinin stres yanitlarindan birini olusturmaktadir (68). Bulgularimiz, IFN-y
tiretim diizeylerinin stres yanit1 ile azaldigi yoniindedir. Yanit yiizeyi ve kontiir
grafikleri, diisiik sicaklikta 24 saat inkiibasyonun, elde edilen IFN-y miktarinda ayn1
sicaklikta 12 saat inkiibasyona gore bir artisa isaret etmektedir. Bu durum, diisiik
sicaklikta ifadelenen proteinin daha ¢ok inkliizyon cismi halinde bulunmasi ve

proteolitik aktiviteden kurtulmasina bagli olabilir.
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Yanit yiizeyi modelleri ve kontiir grafikler, ¢alismamizda kullandigimiz IFN-y
tireticisi fabrika hiicrelerin diisiik bulanikliklarda indiiklenmesinin protein iiretimine
marjinal diizeyde olumlu katki yaptigina isaret etmektedir. Heterolog proteinlerin bir
kisminin ekspresyon konagi bakteri hiicreleri iizerinde toksik etki gosterdigi
bilinmektedir (59). Toksik proteinlerin makul miktarlarda elde edilebilmesi i¢in
uygulanan yontemlerden biri de, daha yogun bir biyokiitle ile indiiklemeye
baslamaktir. Calismamizda, indiiksiyon baslangi¢ biyokiitlesinin diger faktorler kadar
etkili olmamasi, iirettigimiz IFN-y'nin hiicre metabolizmasina getirdigi yiikiin fabrika

hiicrelerin lireme motivasyonu ile dogrudan ¢elismemesi ile aciklanabilir.

Noron hiicrelerinde yapilan etkinlik deneylerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar
kiyaslandiginda IFN-y'nin C1q diizeyleri iizerinde farklilik yaratmadigi ayn1 zamanda
MTT deneyleri neticesinde hiicre canlilig1 iizerinde c¢arpici bir etki gostermedigi
ancak, kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda Clq diizeylerinde anlamli diizeyde
farkliliklar meydana getirdigi saptanmistir. Bu durum interferon gama sitokinin
pleotropik etki gostererek kompleman sistemi proteini Clq diizeyinde artig

saglamasiyla aciklanabilmektedir (4).

6.1. Sonug¢

Bu tez calismasinda, ilk analiz sonuglar1 1s18inda énemli oldugu diisiiniilen sicaklik,
baslangig OD'si ve indiiksiyon zamani Onemli faktorler olarak saptanmistir. Bu
faktorlerin optimal degerleri i¢in box-behnken analizinde yer alan RSM analizi
kullanilmistir. Bu analiz neticesinde elde edilen ikili faktor karsilastirma yiizey
modelleme sonuglari, 37°C derecede 12 saatlik indiiksiyonun 24 saatlik indiiksiyona
gore protein iiretim veriminde ¢ok fark olusturmamasina karsin 37°C derecede 0.4
OD baslangic bulanikliginin 0.8 OD'ye gore verimde biiyiik bir artis sagladigi
goriilmistiir. Indiiksiyon zamani ve baslangic OD'si arasindaki iliski géz Oniinde
bulunduruldugunda 12 saatlik indiiksiyon zamani ile 0.4 OD ile baslatilan iiretim
veriminin olduk¢a yiiksek oldugu dikkat ¢ekmistir. Bu bilgiler 1s18inda optimal iiretim
kosulu 0.4 OD baslangi¢ bulanikliginda 12 saatlik indiiksiyon zamani olmak {izere
37°C ortam sicakligi olarak belirlenmistir. Belirlenen ortam sicakligt Zhu ve

arkadagslarinin (70) yaptig1 arastirmada, interferon gama tiretiminde optimal sicaklik
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olarak gosterilmistir. Deney sonucunda gerceklestirilen protein izolasyonu ve jel
elektroforezi ile elde edilen bant profilleri, 37°C derecede 0.4 OD'de 12 saat boyunca
indiiksiyonun, mutlak interferon gama proteini iiretimini arttirdigini teyit etmektedir.
Bununla birlikte uzun indiiksiyon kosullar1 meydana gelen verim azlig1 artmis protein

degredasyonu ile agiklanabilir.

Tez calismasinda, SH-SY5Y insan noroblastom hiicre hatti kullanilarak interferon
gama aktivite deneyi Sara ve arkadaslarinin (71) caligsmalarinda yapmis olduklar1 gibi
interferon gama aktivite olglimii ile benzerlik géstermektedir. Bu deneyde, IFN-y'nin
hiicreler tizerindeki etkisinin anlasilmasi i¢in IFN-y ile ile muamele edilmemis kontrol
grubu ve ayn1 zamanda MTT deneyi ile hiicre canliliklart kontrol edilmistir. 24 ve 48
saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre siipernatantlart toplanmistir. MTT deneyi
neticesinde elde edilen sonuglar IFN-y'nin hiicre canliliklar1 iizerinde carpict bir
etkisinin olmadig1 (p-degeri: 0.127 ve 0.57) ancak, Clq diizeylerinde bir artis
sagladig1 gorilmiistiir (p-degeri: 0.00041 ve 0.0041). Boylece rekombinant IFN-y

proteinin etkin bir protein oldugu kanitlanmistir.

Rekombinant heterolog protein sentezi, biyoteknolojik liretim ve arastirma alaninda
merkezi 6neme sahip olmasina karsin, heniiz tam olarak teknoloji haline gelmemis bir
aragtir. Ekspresyon vektorlerine klonlanarak konak hiicrelere aktarilan her bir hedef
genden optimum diizeyde, uygun katlanmig konformasyonda ve fonksiyonel olarak
aktif formda protein sentez ettirilmesi ve eldesi, o proteine 6zgiil bir optimizasyon ile
miimkiin olabilmektedir. Protein sentezinde basarili, aktif ve verimi yiiksek protein
liretim yapilmasi, liretim kosullarinin modellenmesi ve belli standartlarda olmasi

neticesinde meydana gelmektedir.
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EKLER

EK 1 — Tez deneylerinde kullanilan kimyasal malzemeler

EK 2 — Tez deneylerinde kullanilan enzimler ve kitler

EK 3 — Tez deneylerinde kullanilan laboratuvar cihaz ve geregleri

EK.4 — Tez deneylerinde kullanilan R-kodlar1

Ek 1 Tez Deneylerinde Kullanilan Malzemeler

Katalog
Malzemenin Ad1 Markasi Numarasi Kullanim Amaci
Besiyeri
Agar (bakteriyel) Bioshop #AGROOI1.1 hazirlanmast
Agaroz Bioshop #AGAO001.500 el Elektroforezi
Akrilamid Bioshop #ACR001.500 el Elektroforezi
Amonyum persiilfat (APS)  Bioshop #AMPO001.25 Jel Elektroforezi
Bisakrilamid Bioshop #BIS001.100 Jel Elektroforezi
Borik Asit Bioshop #BORO001.1 Tampon hazirlama
Brom fenol mavisi (BPB)  Bioshop #BRO777.25 Tampon hazirlama
Commassie Brilliant Blue R-
250 Bioshop #CBB250.25 Jel Elektroforezi
Dimetil siilfoksit (DMSO)  [Bioshop #DMS555.500  [Transformasyon
EDTA Bioshop #EDTO001.1 Tampon hazirlama
Etidyum bromiir Bioshop #ETB333.5 Jel Elektroforezi
TK.200655.0250
Etanol Tekkim 0 Genel kullanim
Etanol JT Baker 8462 Genel kullanim
Etanol (masa alkolii) Temizlik
Fenol kloroform izoamil
alkol Amresco K169-400ML  DNA izolasyonu
Glasiyal asetik asit Riedel 27225 Tampon hazirlama
Glasiyal asetik asit Tekkim TK.010030.0250 Tampon hazirlama
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0

Glasiyal asetik asit Bioshop #ACE222.1 Tampon hazirlama
Gliserol Bioshop #GLY002.1 Tampon hazirlama
Glisin Bioshop #GLNO0O1.1 Tampon hazirlama
H#KIM-
GLN/01CP/1205
Glisin USP/BP Kimetsan 18 Tampon hazirlama
D(+) Glukoz monohidrat Aklar Besiyeri hazirlama
Guanidyum (guanidine DNA izolasyonu
thiocyanate) Fluka 50980 Saflastirma
Guanidyum (guanidine DNA Izolasyonu
thiocyanate) Sigma #G9277 Saflastirma
Protein
IPTG ekspresyonu
TK.090250.0250
[sopropanol Tekkim 0 Genel kullanim
Fisher
[sopropanol Bioreagents #UN1219 Genel kullanim
Kanamisin Vetap /Antibiyotik
Luria Bertani besiyesi (LB
Broth) Bioshop #LLBL405.1 Besiyeri hazirlama
Maya 0Oziitii (graniile) Merck 1.03753.0500  Besiyeri hazirlama
Maya 0ziitii (toz) Bioshop #YEX401.1 Besiyeri hazirlama
Magnezyum kloriir Besiyeri / Tampon
(MgCl12.6H20) Acros #413415000 hazirlama
Magnezyum stilfat Besiyeri / Tampon
(MgS04.7H20) Merck 1.05882.2500  hazirlama
Magnezyum stilfat Besiyeri / Tampon|
(MgS04.7H20) Acros #213115000 hazirlama
Fischer Besiyeri / Tampon|
Sodyum kloriir (NaCl) Scientific BP358-1 hazirlama
Besiyeri / Tampon
Sodyum kloriir (NaCl) Amresco x190-1KG

hazirlama
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Sodyum asetat (NaOAC) Riedel 25022 DNA izolasyonu
Besiyeri / Tampon|
Sodyum hikroksit (NaOH) [Riedel 06203 hazirlama
Fischer Besiyeri / Tampon
Sodyum hikroksit (NaOH)  [Scientific BP359-500 hazirlama
PBS Genel kullanim
Polietilen glikol (PEG) 6000 Bioshop #PEG600.1 Transformasyon

Pepton (bakteriyolojik)

Conda Pronadisa

1616.00

Besiyeri hazirlama

Pepton (bakteriyolojik) Bioshop #YEX401.1 Besiyeri hazirlama
Fischer
Potasyum asetat Scientific #P/3760/60 Tampon hazirlama
Besiyeri / Tampon
Potasyum kloriir Merck 1.04936.1000  hazirlama
Potasyum fosfat Acros #215470010 Tampon hazirlama
ProteinazK PProtein izolasyonu

SDS (sodyum dodesil siilfat) Bioshop #SDS001.100  [Tampon hazirlama
Stittozu Pynar IPAGE Belirteci
TEMED Amresco #0761-50ML el Elektroforezi
Tris (hidrometil) aminometan Bioshop #TRS001.1 Tampon hazirlama
Trizma Baz Sigma T1503-1KG Tampon hazirlama
Tris hidrokloriir Bioshop #TRS002.500  [Tampon hazirlama

Tripton

Conda Pronadisa

1612.00

Besiyeri hazirlama

Triton

PProtein izolasyonu

Ek 2 Tez Deneylerinde Kullanilan Enzimler ve Kitler

Wizard® PCR Preps DNA Purification | Promega #A2180 |Saflastirma
system

PierceTM Blue Prestained Protein|Thermo #26681 |SDS-PAGE
Molecular Weight Marker Mix Scientific belirteci
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Taq polymerase Sibenzyme #E341 |PCR/PZT

Nhel Restriction Endonuclease New England |#R0131S |Restriksiyon
BioLabs endoniikleaz
(NEB) kesimi

EcoRI Restriction Endonuclease New England |#R0101S |Restriksiyon
BioLabs endoniikleaz
(NEB) kesimi

T4 DNA Ligase Fermentas #EL0014 | Ligasyon

Dnase I, Rnase-free Thermo #ENO052 |DNA'dan
Scientific 1 arindirma

Ek 3 Tez Deneylerinde Kullanilan Laboratuvar Cihaz ve Gerecleri

Kullanilan Cihaz Markasi Katalog Numarasi
Calkalamal1 Inkiibator SheaLab SL
Diistik Basinglh
Kromotografi BioRad Biologic DueFlow
Buz Makinesi Scotsman AF80
Sogutmali Santrifiij IEC MICROCL 17R
(KUCUK) Thermo Centrifuge
Sogutmali Santrifiij (ORTA) |Sigma 3K30
Sogutmali Santrifiij Allegra X-15R
(BUYUK) Beckman Coulter Centrifuge
Orbital Shaker FinePCR SH30
Thermal Cycler
(BIOMETRA) Biometra Thermocycler
DNA Engine Gradient
Thermal Cycler (BIORAD) |BioRad Cycler
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Spektrofotometre BioRad
Nanodrop NanoDrop ND-1000
Versadoc Gorlintiileme VersaDoc  Imagining
Sistemi BioRad System
Agaroz Elektroforez Thermo owl
Mini  Protean Tetra
Page BioRad System
Inkiibator Binder
Iki Yana Calkalamali Shaker | Daigger Rocker
Ph Metre Hanna instruments HI221
Ph Metre Kagidi Sigma P-4661
Ph Metre Kagidi Merck 1.09535.0001
CO, Inkiibatorii Sanyo MCO-20AIC
ELIX + MilliQ
Su Cihazi Millipore (Gradient)
Su Banyosu Lab Line Aquabath
Mikroskop Leica DM LS2
Axio  Version 4.3
Floresan Mikroskop Zeiss Imager M1
Otoklav ALP
Vorteks Labnet VX100
Pastor Firim Memmert
Tart1 Shimadzu AX200/BX320H
Magnetik Karistiric Cimarec
Sonikator Sonics Vibra Cell
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Ek 4 Tez Deneylerinde Kullanilan R-Kodlar1

* Plackett-Burman deneysel tasarim R-kodu

library({"FrE2"})

# factors with predefined levels
factorNamesL = list{temp = c(22, 37),
pH = ¢(5.5, 7.5},
iptg = c{@.82, 6.2),
startdD = c{@.4, 8.8),
indTime = {12, 24),
rmp = c{10@, 288))

ax

RESPONSE: protein productien
proteinlevels <- of
648,
283,
ari,
635,
537,
386,
175,
iz,
187,
805,
GAG,
aed,
654,
438,
254,
468
)

proteinRatio =- cf
.1B01E891892,
.60BEE21505,
8188001826,
.8583333333,
GBS,
4237102086,
8139534884,
3653305785,
4282247191,
205503212,
0285371248,
158997151,
6013319239,
TABTATO4ET,
2123745819,
B.5808080808

ERDORPRPRDODD MBS

)
# RESPONSE: macrophage neopterin production
neoptrnlevels <- cf@,

# replicating a fractional design is not so useful

planAnnotated <- FrF2{nruns = 16,
nfactors = length{factorNamesL),
factor . names = factorNamesL,
replications = 1,
seed = 1824,

planResponse <- add.response(plandnnotated, proteinlevels)
summary { planResponse)

IAPlot(planResponse)

summary { Im{planResponse) )
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Box-Behnken deneysel tasarim R-kodu

library({"DoE.wrapper™)
library({"rsm")

bbdFactors = list(temp = c(22, 37),
indTime = c(12, 24),
startlD = c¢(8.4, 9.8)

)

bbdPlan = bbd.design{nfactors = 3,
neenter = 1,
factor .names = bbdFactors,
seed = 1824

)
bbdPlan

bbdResponse = cf
0.2678434382
0.4B65771812
0.1576208172
0.1859922179
1.8347304541
B.22BG8B5246
0.2520325202
B.5824505321
0. 4025187032
B.2BG3E49TES
1.8300243902
0.3512304251
1.18204081632

)

bbdPlanResponse <- add.response(design = bbdPlan, response = bbdResponse)

codedBbdPlan = cede.designgbbdPlan)
#decode ., design(bbdPlan)
f = rsmformula(design = bbdPlanResponse,
degree = 2,
coded = FALSE
)

linmod = rsm(formula = f, data = bbdPlan)
print{linmod)
steepest{linmod)

HEGRAPHICS
par(mfrow = c(3, 3))

persp.Im{linmod, temp ~ indTime, zlab = bbdResponse)
contour.lm{linmod, temp ~indTime)
image.lm{linmod, temp ~ indTime)

persp.im{linmod, temp ~ start0D, zlab = bbdResponse)
contour . Im{linmod, temp -~ start0D)
image.lm{linmod, temp ~ startOD)

persp.Im{linmod, indTime ~ start0D, zlab = bbdResponse)

contour. Im{linmod, indTime ~ start0D)
image.Ilm{linmod, indTime -~ start0D)
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introduction

Interferon-y (IFn-y) is the only member of type Il class interferons with antiviral,
immunoregulatory and anti-umor activities. This cytokine has well known promoting effect
on NK cells, T - cells, B - cells and macrophages. IFn-y favor Th1 differentiation from
undifferentiated ThO cells, which in turn cause more IFn-y secretion in a postive feedback
manner. [Fn-y has been shown to be a key immunorequlatory molecule. There are
numerous studies that IFn-y has been used in a various clinical indications including
cancer, tuberculosis, hepatits, chronic granulomatous disease, - osteopetrosis,
scleroderma, In recent years, anti-Fn-y antibodies were subjected to frials against
autoimmune diseases.

In this study, we aimed to establish a bacterial cells to produce active recombinant human
Fn-y. For this purpose, we designed and constructed an expression plasmid encoding full
coding sequence of Fn-y and optimized the expression and purification conditions. Lastly,
we have conducted activity assays in U937 human macrophage cell line.

cloning of IFn-y CDS

pp—

mRNA purification

Buffy coat was seperated from 5 ml of blood. White blood cells were subjected to 6 M
guanidium to faciitate lysis. Phenol chloroform extraction was performed to isolate and
purify total RNA from the cels.

Cloning of human IFn-y CDS in bacterial expression vector

We have designed oligonucleotide primers according to the Genbank record NM_000619.
Reverse transcription of mRNA was followed by amplification of mature IFn-y coding
portion of the CDS. Both plasmid vector pET28a and IFn-y amplfication product was
double digested with Nhel and EcoRI restriction endonucleases. After ligation of the
digested insert and vector, transformation of Escherichia coli JM109 cells with this
circularized DNA was performed by using PEGEK - DMSO protocol. Transformants were
selected on Luria Bertani agar plates supplemented with kanamycin, After overnight
incubation, colony PCR was performed to determine the bacterial colonies that held the
plasmids with cloned insert. The selected colonies were confirmed to have correctly
positioned insert by using Sanger DNA sequencing.

expression & purification

Preparation of expression host cells

Midiprep plasmid isolation was performed to obtain bulk IFn-y expression plasmid.
Purified plasmid was transferred to Escherichia coli BL21 cells. Transformed bacterial
colonies were selected by using kanamycin LB plates.

Preliminary recombinant protein expression experiments

E. coli BL21 cells with IFn-y cloned expression plasmid were subjected to expression
optimization experiments. Biomass population density, IPTG conceniration, incubation
temperature, medium composition were optimized in 2 ml scale. Denaturing
polyacrylamide gel electrophoresis was performed to analyse IFn-y synthesis yields.
Western blotting was performed to confirm recombinant IFn-y production.

Coomassie Blue Staining & Western Blotting

1
1

Small scale expression and purification of IFn-y

After preliminary optimization experiments, IFn-y expression was performed in 100 and
250 ml scales. Following incubation of the induced culture, bacterial cells were harvested.
The bacterial pellet was lysed to release IFn-y. After clearing the lysate by centrifugation
followed by fitration, chromatographic purification of the recombinant protein was
performed. The expanded volume lysate was injected to cobalt loaded immobilized metal
affinity column. After washing steps, elution was performed by using an increasing
gradient of imidazole. Sephadex G25 group seperating size exclusion column was used to
remove imidazole from the final product, Purified product was analyzed in polyacrylamide
gel electrophoresis and western blot. Bradford assay was used to quatitate the puriied
product.

activity testing

Trp:Kyn ratio in U937 supernatants

Assaying the activity of recombinant IFn-y

U937 human macrophage cel line was used to assay the physiological activity of
recombinant [Fn-y. Cells were {reated either with recombinant GFP (as an irrelevant
protein) or IFn-y in 100 pgiml concentration. After 6 hours of incubation, culture
supernatants were collected. Following protein precipitation with trichloroacetic acid,
tryptophane and kynurenine levels were measured by using C18 chromatography.
Tryptophane levels were detected fluorometrically (Ex: 285 nm, Em: 360 nm), while
kynurenine detection was done spectrophotometrically at 360 nm. Kynurenine /
Tryptophane ratio was calculated for each culture supernatant.

Mock reated

IFny teated
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introduction expression & purification

Interferons are a class of glycoproteins that take place in the first line of defence against
microbes. Interferon alpha (IFn-a) is a family of at least 23 different cytokines with
antiviral, antiparasitic, antiproliferative activities. This cytokine mainly originates from
monocyte/macrophages, lymphoblastoid cells, fibroblasts in the context of microbial
infections.

Along with somatostatin and insulin, recombinant IFn-a is one of the first available
therapeutic peptide and mainly employed in cancer chemotherapy and in the tratment of
chronic hepatitis B and C. The market share of IFn-a, IFn-y and IFn-B is expected to
increase as new therapeutic indications are investigated and explored.

cloning of IFn-a CDS

DNA purification
DNA purification was performed from buffy coat seperated from 5 ml of blood by using
phenal chloroform protocol.

Cloning of human IFn-a CDS in bacterial expression vector

We have designed oligonucleotide primers according to the Genbank record NG_029154.
As IFn-ax coding sequence does not have any introns we have directly amplified mature
peptide sequence segment from purified DNA. Both plasmid vector pET28a and IFn-a
amplification product was double digested with EcoRI and Sall restriction endonucleases.
After ligation of the digested insert and vector, transformation of Escherichia coli JM109
cells with this circularized DNA was performed by using PEGGK - DMSO protocol.
Transformants were selected on Luria Bertani agar plates supplemented with kanamycin.
After overnight incubation, colony PCR was performed to determine the bacterial colonies
that held the plasmids with cloned insert. The selected colonies were confirmed to have
correctly positioned insert by using Sanger DNA sequencing.

TEGACAGCARAIGCCTCECCE ATUCE AT TCICATCIGCCTCAMRCCOMCAC CCTEEE T

e

[Fn-a control Westem Blot
construct ~ construct

g

Preliminary expression studies revealed 24.795 kDa protein band which was later
confirmed to be IFn-a product by staining with anti-His6 antibodies

! L L 43 Uu

Co-IMAC chromatogram

I
150

The pellet form 250 ml scale culture was lysed and purified with cobalt chelation column
(Figure 3). Single step elution was performed to prevent the expansion of the fraction
volume. Imidazole was removed by using Sephadex G25 group seperating column.

activity testing

Heshg gme PCR

T e

IFn-a and GFP treated Hep3G culture supematants were collected. HBsAg gene was
ampified and AACt values were calculated for IFn-a treated group. There was 3.22 -/+

0.43 fold decrease in HBsAg gene copy in interferon treated cells.
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