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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

REKOMBINANT INSAN INSULIN PEPTIDININ BAKTERIYAL EKSPRESYON
SISTEMI KULLANARAK URETIMI

Ceren CAN

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danigsman: Yrd. Doc. Dr. Evren Doruk ENGIN

Insiilin pankreasta yer alan beta hiicreleri tarafindan iiretilen, polipeptid yapida olup
5400 dalton molekiiler agirligina sahip, 51 aminoasite sahip, A ve B zincirleri olarak
bu zincirlerin birbirine disiilfit baglariyla baglanmasi sonucu olusan bir hormondur.
Bu hormon insan viicudunda kan sekerinin ayarlanmasinda rol oynamaktadir. Insan
viicudunda kan sekeri dengesinin bozulmasi halinde diyabet hastaligi ortaya
cikmaktadir. Bu hastalik diinya bir¢ok insan da Tip 1 diyabet, Tip 2 diyabet, Gebelikte
diyabet ve Spesifik nedenlere bagli diyabet olarak goriilmektedir.

Bu tez calismasinda rekombinant DNA teknolojisi, terapotik kullanim i¢in insan
insiilinin {iretimi bakteri {iretici sistemleri kullanilarak iiretilmesi hedeflenmistir. Bu
nedenle insiilin geninin tiim sekansin1 kodlayan vektorler olusturulmustur.
Olusturulan bu vektorler bakteri lirettici sistemde kullanilmak lizere Escherichia coli
K12-JM109 ve BL21 (DE3) hiicrelerine aktarilip ilgili proteinin {iretilmesi
saglanmistir. Ardindan yapilan detayli calismalarla protein iiretimi ve saflastirma

optimize edilmistir.

2015, 140 sayfa
Anahtar Kelimeler: insiilin, rekombinant protein iiretimi, bakteri ekspresyon

sistemleri,
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ABSTRACT

EXPRESSION OF RECOMBINANT HUMAN INSULIN IN BACTERIAL
EXPRESSION SYSTEMS EXPRESSION SYSTEMS

Ceren CAN
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Evren Doruk Engin

Insulin which is produced by pancreas with situated beta cells, has polypeptide
structure. Insulin has 5400 daltons with a molecular weight and fifty one amino acids.
Moreover the insulin hormone is the result of connected to each other by disulfide
bonds of the A chains and B chains. This hormone plays a role in the regulation of
blood sugar in human body. When the deterioration of the balance of blood glucose
arises in the human body, it causes diabetes. This disease is seen among many people
in the world, which is named such as Type 1 diabetes, Type 2 diabetes, gestational

diabetes, and diabetes by specific causes.

In this thesis the main goal is produced using bacterial production of human insulin
producers systems for therapeutic, use recombinant DNA technology. Therefore, they
are vectors encoding the entire sequence of the insulin gene have been created. The
generated vectors used for the production bacteria system, transferred to the
Escherichia coli, K12-JM109 and BL21 (DE3) cells and they are used for protein
production. After that the protein production and purification have been optimized

with the detailed study.

2015, 140 pages

Keywords: Insulin, recombinant protein production, bacterial expression systems
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1. GIRIiS

[lk olarak 1917 yilinda Macar miihendis olan Karl Ereky tarafindan “Canlilarin
yardimi ile yapilan tiim {iretim igleri” seklinde tanimlanmis olan biyoteknoloji terimi,
glinlimiize kadar gelisen modern tekniklerin bu alana uygulanmasi ile 6nemli 6lgiide
degisikliklere ugramistir. Biyoteknoloji ile yapilan calismalar ilk olarak molekiiler
diizeyde baslamustir. Ilerleyen zaman iginde genisleyerek bir¢ok acidan caligmalarin
kapsamu ile farkli tanimlanan modern biyoteknoloji kavrami ortaya ¢ikmustir. 21.
Yiizyilin baglarinda biyoteknoloji, genom bilimi, rekombinant DNA teknolojisi gibi

uygulamalarla daha da hizli gelisim gostermistir (1).

Degisen uygulama ve ihtiyaglar neticesinde biyoteknolojinin tanimi da giincellemeye
ugrayarak; bilgi birikimi, {irlin ve hizmet liretimi amaciyla canli ya da cansiz
organizmalarin degistirilmesi i¢in bilim ve teknolojinin canliorganizma, parga, iiriin
ve modellere uygulanmasi olarak tanimlanmistir. Bu tanim kapsamindaki ¢alismalar
rekombinant DNA/RNA/protein teknolojileri, hiicre/doku kiiltiirli miihendisligi,
gelismis liretim teknikleri ve biyoenformatik uygulamalarini icermekte olup degisen
ihtiyag, veri, kaynak ve yontemlerle gelismeye devam etmektedir. Diinya niifusu ile
dogru oranda artan hastaliklar ve bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglara
duyulan talebin de artmasiyla biyoteknolojinin bu tanimi kapsaminda rekombinant
protein teknolojileri ile liretilen ilaglar da hizla 6nem kazanmaktadir. Saglik alaninda
biyoteknolojinin 6nemli bir katkis1 olan rekombinant DNA teknolojisi canli tarafindan
sentezlenemeyen ya da yeterli diizeyde iiretilemeyen protein ve enzimlerin
tiretilmesine olanak saglamasi ile pek c¢ok hastalik i¢in 6nemli bir alternatif tedavi

alan1 olusturmustur (1)

Bir organizmaya ait bir proteinin, o proteini kodlayan geni bir vektor sistemi araciligi ile
farkl1 bir sisteme aktarilip {iretilmesi mantigina dayali olan rekombinant protein
ekpresyon teknolojileri, istenen proteinlerin saf fonksiyonel olarak hizli, ucuz ve verimli

bir sekilde iiretilmelerine olanak saglamaktadir. Bu sisteme dayali olarak {iretilen ilk



heterolog rekombinant proteinlerden birisi, insan insiilin hormonudur ve 1978 yilinda

enterik bir bakteri olan E.coli aracilig1 ile sentezlenmistir (2).

Insiilin, yaklasik 5,4 kd biiyiikliigiinde, A (21 aminoasit) ve B (30 aminoasit) olmak
lizere birbirlerine disiilfiir kdpriileri ile bagh iki zincirden olusan, pankreastaki beta
hiicreleri tarafindan salgilanan ve viicudun sekeri kullanmasina yardimci olarak
kandaki seker seviyesini normal simirlarda tutan bir hormondur. Bu hormon, kan
sekerinin kandan ayrilarak hiicre i¢ine girmesini saglar, bdylece kandaki seker

diizeyini ayarlar (3).

Tip 1, tip 2 ve diger diyabet hastaliklarinda kullanilan insiilin, diinyada en ¢ok satilan
terOpatik proteinler arasindadir (4). Bu amagla insan insiilin proteininin terapotik
kullanimi ve rekombinant olarak iiretimi biyoteknoloji tarihinde yeni bir dénem
baglatmisti. Bu kapsamda E. coli'yi konak¢r organizma olarak kullanarak
rekombinant insan insiilini tiretmek ic¢in iki farkli yaklagim izlenmektedir. Birinci
yaklasim A ve B zincirlerini kodlayan gen dizileri ayr1 ayr1 olmak {izere ekpresyona
uygun E. coli susuna aktarimi gergeklestirilir. Bu hiicrelerin biiyiik 6l¢ekli kablarda
ayr1 ayri kiiltlirii yapilir. Olusan insulin zincirleri kromotografik olarak saflastirilir. A
ve B zincirleri uygun oksidasyon sartlarinda inkiibe edilerek zincirleraras: distilfiir
baglarinin olusumu saglanir ve insan insulini crb (chain recombinant DNA bacteria)
olarak adlandirilan rekombinant insulin elde edilmis olur. Bu yontemle protein iiriiniin
hiicre i¢i bozulmasi engellenmis olur Ikinci yaklasim ise rekombinant E. coli’ye insan
proinsulini i¢in gerekli niikleotid kodonu yerlestirilir. Olusan proinsulin saflastirilir ve
daha sonra C peptid proteolitik enzimlerle koparilir. Elde edilen bu insulinler
proinsulin yolu flizerinden elde edildikleri i¢in insan insulini prb (proinsulin

recombinant DNA bacteria) olarak isimlendirilir (5).

Diyabet hastalig1 son yiizyil i¢erisinde insanoglunu tehdit eden en ciddi hastaliklardan
birisidir. Hastaligm diinya niifusundaki oran1 her gegen giin artmaktadir. Ozellikle
gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde diyabetten kaynakli saglik sorunlari i¢in
harcanan biitcenin genel saglik harcamalari i¢erisinde pay1 ciddi bir sekilde artmis ve

hasta bireylerin tedavi maliyetleri yiikselmistir. Diyabet hastaliginin ila¢ sanayisindeki



Oneminin artmasi sonucunda hastaligin tedavisinde kullanilan insiilin {izerindeki
biyoteknolojik ¢alismalar da artmistir. Yiiksek maliyet ve diislik verimlilik ile dogal
kaynaklardan elde edilen insiilinin enfeksiyon riskine sahip olmasi insiilin iiretimi

caligmalarinda rekombinant protein iiretimi yonteminin tercih edilmesini saglamistir.

Ozellikle biyoteknolojinin ilerlemesi ile rekombinant protein iiretimi tekniklerinin
gelismesi sonucunda diisiik maliyet, yiiksek verimlilik ve hizli sonu¢ alinmast gibi
avantajl yanlar1 sayesinde rekombinant protein iiretimi ile insiilin saflastirilmasi ve
tiretilmesi calismalart devam etmektedir. Bu dogrultuda tez ¢alismasinda
rekombinant DNA teknolojisinden faydalanilarak hem yiiksek verimde hem de diisiik
maliyetle insiilin proteinin {iretiminin gergeklestirilmesi i¢cin en uygun kosullarin

belirlenmesi amaglanmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Insiilin Hakkinda Temel Bilgiler
2.1.1. (insiilin Tarihcesi

Insiilin ile ilgili ¢alismalar endokrinin pankreastaki roliiniin kesfi olan 1869 yilina
kadar uzanmaktadir (6). Paul Langerhans pankreastaki hiicrelerin birlesimi ile olusan
adaciklarr bulmustur. ilerleyen zamanda Langerhans adaciklari olarak da anilan bu
hiicre kiimesinin salg1 gorevi stlendigi diisiiniilmistiir. 1901 yilinda Eugene Opie
Langerhans adaciklarinin insiilin iirettiklerini ve bu hiicrelerin yok olmasi ile birlikte
diyabetin olustugunu gdzlemlemistir. Ilerleyen yillarda Tip 1 Diyabet olarak
adlandirilacak olan bu patalojinin tedavisi ilk kez 1921 yilinda Tip 1 diyabet hastasi
olan 14 yasindaki Leonard Thompson'a medikal amacl olarak insiilin verilmesiyle
gergeklesmistir. 1922 yilinda elde edilen bu basarilar sonucunda instilin ticari amagh
olarak ilk defa Eli Lilly ila¢ firmasi1 tarafindan sigir yada domuz pankreasindan
oziitleme ile iretilmistir. Insiilini, insan {izerinde kullanan ilk bilim adami olan
Frederick Grant Banting ve James Rickard Macleod yapmis oldugu bu c¢alismalar

neticesinde 1923 yilinda nobel 6dilii almistir (7).

1955 yilinda Frederick Sanger sigir insiilinin iki polipeptit zincirini meydana getiren
aminoasitlerin dizilimlerini belirlemistir. Yaptig1 bu c¢alismalar neticesinde Sanger

1958 yilinda kimya alaninda Nobel 6diiliinii almistir (8).

Diinya Saglhk Orgiitiiniin verilerine gore en ¢ok gériilen 5. hastalik olan diyabet ve
hastaligin etkeni insiilin sahasinda yapilan ¢alismalar daha sonraki yillarda Nobel ile
odillendirilmistir(9) Bu aragtirmalardan birisi de viicuttaki insiilin seviyesinin
Olgiilmesi amaciyla diyabetli hastalar {izerinde radyoaktif izotoplarin kullanarak
deneyler yapan ve hormon seviyesinin 6l¢iilmesi amaciyla Radioimmunoassay(RIA)
teknigini gelistiren Rosalyn Sussman Yalow 1977 yilinda fizyoloji ve tip alaninda

Nobel odiilii almistir (10).



1920'lerden 1970'lerin sonuna dek sigirlardan 6ziitlenerek ilag haline getirilen insiilin,
1970'lerin baglarindan itibaren gelismeye baslayan rekombinant DNA teknolojisi ile
1978 yilinda bakterileri kullanarak ilk defa Genentech firmasi bulmustur (4)

2.1.2. Insiilin Yapisi

Insiilin insanda 11. kromozom iizerinde 2,159,779.-2,161,341.'uncu bazlar arasinda
bulunur. Yaklasik 5,4 kd biyiikliigiindedir. Pankreasta bulunan beta hiicreleri
tarafindan sentezlenir. A(21 aminoasit), B(30 aminoasit) ve C (33 aminoasit)
peptidlerinden olusur. A peptidindeki 7. aminoasit ile B peptidindeki 7. aminoasit ve
yine A peptidindeki 20.aminoasit ile B peptidindeki 19.aminoasit arasinda kurulan
disiilfiir kopriilerinin olusumu ile C peptid ayrilarak 2 polipeptidten olusan insiilin
hormonu  meydana gelir. Bu hormon yardimi ile pankreasin yeterli insulin
tiretememesi veya viicudun trettigi insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi sonucu

olusan diyabet hastalig1 tedavi edilmektedir (11).
2.1.3. Iinsiilin Biyosentezi

Insiilin biyosentezi siirecinde; niikleusta insiilin kodlayan genlerde mRNA
transkripsiyonu gerceklestirilir. Bu siire¢ ile birlikte mRNA sitoplazmaya ilerler ve
polizom {iizerinde translasyona ugrar. N-Terminal sinyal polipeptit olusumu ile
endoplazmik retikulum igerisinde A, B ve C polipeptit sentezi baslar. Polipeptit
sentezi ile birlikte endoplazmik retikulum igerisinde uzayan bir zincir olusur. Bu
zincirin sonucunda, polipeptit zinciri meydana gelir. Sinyal peptidin zincirden
ayrilmasi ile birlikte proinsiilin olusur. Endoplazmik retikulumdan golgiye tasinan

proinsiilin proteaz etkisi ile c-peptit segmentini kaybederek insiiline doniistir (11).
2.2. Diyabet ve Epidemiyolojisi

Diyabet kiiresel olarak onemli bir kamu saglik problemidir. Diyabet hastaliginin
mevcut durum itibariyle insan sagligi agisindan ciddi bir tehdit olmasi ve hizli bir

sekilde artis gostermesi hastaligin ve tedavi yontemlerinin ne denli ciddi oldugunun
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gostergesi niteligindedir. Uluslararast Diyabet Federasyonunun agikladigi Diyabet
Atlasma gore diinyada 2013 yihi itibariyle diyabet hastasi sayis1 382 Milyon kisidir.

Yirmi y1l i¢erisinde bu sayinin yaklagik 592 milyon kisiye ulasacag: diistintilmektedir

(13).

2013 yilinda yetiskinler arasinda diyabet nedeniyle 6liim sayisinin bes milyonu astigi
belirtilmektedir. Gegmis yillara gore 6liim oranlar1 ve risk artmaktadir. Bu kapsamda
diyabetin erken teshisi, korunmasi ve dnlenmesi i¢in saglik yatirnmlart her gegen giin
artmaktadir. Hasta bireyler icin ciddi bir tedavi masrafi getiren diyabet i¢in yillik 548
milyar dolar seviyelerinde harcama yapilmaktadir. Gelir seviyesi yiiksek olan diyabet
hastas1 bireyler yillik ortalama 5621 dolar harcama yaparken, diisiik ve orta gelire

sahip bireyler 356 dolar harcama yapabilmektedir (14,15)

Diyabetli kisilerin yarisina yakini bu hastalifin oldugunu farketmeden yagamina
devam etmektedir. Biiyiik risk altinda olan bu bireylerde erken teshis ile birlikte
tedavi uygulanmasi ile diyabetin etkisi ve zarar1 en aza inecektir. Giinlimiizde; Tip 1,
Tip 2 ve Gebelik Diyabet ¢esitleri disinda bazi durumlarda da diyabet hastaligi
gbzlemlenmektedir. S6z konusu bu diyabet tipine neden olan bazi durumlar; Rabson-
Mendenhall sendromu, ekzokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler, infeksiyonlar

gibi genetik sendromlardir (16—18)

Tip 1 diyabet olarak adlandirilan tiirii, beta hiicrelerinin otoimmun hasarindan
kaynakli olarak salgiladig insiilin eksikligi veya yoklugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir
(18). Bir diger diyabet hastalig1 olan Tip 2 genel olarak erigkinlerde goriilmektedir.
Genetik yatkinlig1 bulunan insanlarda ¢evresel faktorlerinde etkisi ile birlikte insiilin
direncinin artmasi ve insiilin liretiminin azalmasi sonucunda olugsmaktadir (20). Tip 2
diyabetli hastalarda insiilin tiretimi olmasina ragmen hedef dokular bu iiretilen insiilini

etkili ve verimli bir sekilde kullanamaz (21).

Gebelik sirasinda glukoz dengesinin bozulmasi ve insiilin hormonunun yetersiz

tiretilmesi sonucunda ortaya ¢ikan diyabet hastaligina gestasyonel diyabet olarak



adlandirilir (18).Gebelikler icerisinde diisiik bir orana sahip olmasina ragmen plasenta
hormonlarinin, salgilanan insiilinin etkisinin azalmasi veya engellenmesi sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir. Gestasyonel gebelik olarak da adlandirilan bu diyabet hastaligi
tipi, gebe kadinlarda %3'"linde rastlanmaktadir (21).

2.3. Rekombinant Protein Uretimi

2.3.1. E.colide rekombinant protein iiretim

Proteinler birgok alanda siklikla kullanildiklar: i¢in biiyiik bir 6neme sahiptirler. Bu
sebepten proteinlerin kisa zamanda ve diisiik maliyetli olarak rekombinant olarak elde
edilmesi modern biyoteknolojinin 6nemli ¢alismalar1 arasinda yer almaktadir. Protein
ler dogal kaynaklarindan {iretilebilecegi gibi rekombinant olarak ytliksek miktarlarda
da {retilebilmektedi r(21). Dogal kaynaklar kullanarak {iretimi gerceklestirilen
proteinlerin verimi ¢ok diisiik oldugundan ve saflagtirma siireglerinde basarili
sonuclar elde etme zorluklar1 sebebiyle heterelog rekombinant protein iiretim
teknolojisi, iiretimi arzu edilen proteine daha hizli ve diisiik maliyetli bir sekilde

erisilebilmeye olanak saglamaktadir (23).

Rekombinant protein tiiretimi teknolojisi, ilgili proteinin geni, vektor sistemleri
yardimi ile tiretimin gerceklesecegi farkli tasiyici sistemlere aktarilmasi sonucunda
tiretimin gerceklestirilmesidir. Bu yontem ile saf proteinler, hizli, ekonomik, verimli
bir sekilde elde edilmektedir (24). Rekombinant protein iiretimi yontemi ile {iretilen
ilk proteinlerden birisi insiilin hormonudur. Bu insiilin enterik bir bakteri tiirii olan

E.coli’nin tasiyic1 prokaryotik hiicre olarak kullanilmasi ile elde edilmistir (25).

Prokaryotik tastyict hiicrelerin hizli ¢ogalmasi, kolay kiiltlir tekniklerine sahip
olmasi, daha ekonomik bir protein ekspresyonu saglamasi, izolasyon ve saflagtirma
kolaylig1 avantaj saglarken, buna karsilik post-translasyonel modifikasyonlardan
yoksun olmasi sebebiyle enzimatik sistemlerde kullanilacak ve ii¢linciil yapisinda
meydana gelecek modifikasyon eksiklikleri sebebi ile fonksiyon kaybi meydana

gelecek proteinler i¢in bu sistem elverisli olmamakta ve iretim kosullarmni
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zorlagtirmaktadir. Bu dezavantaji disinda, bakteri {retici sistemlerde giiglii
promotorlar kullanildiginda yetersiz saperon liretimi sebebiyle asir1 miktarda iiretilen
proteinlerde yetersiz katlanma meydana gelmektedir. Yetersiz katlanma sebebiyle
proteinler ¢Oziinmez bir form olan inkliizyon cisimciklerinin igerisine

depolanmaktadir (26).

E.coli ekspresyon sistemi i¢in giiniimiizde birgok ticari ve ticari olmayan ayrica ¢esitli
uygulamalar i¢in 6zel tasarlanmis promotdr bolgeler iceren vektdrler bulunmaktadir.
Bunlardan rekombinant protein {iretiminde sik kullanilan T7 promotdrlu pET

ekspresyon sistemidir (23)

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 kuyruklar1 {iretilen rekombinant proteinin immiinopresipitasyon gibi
caligsmalarda, saflagtirllmasinda, goriintiilenmesinde ve hiicre-dis1 proteazlara

kars1 korunmasinda yarar saglamaktadir.

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

saflagtirmay1 kolaylagtirmaktadir.

* Fazla miktarda rekombinant protein {iretiminde proteinler inkliizyon
cisimcikleri igerisinde ¢oziinmez formda bulunmaktadirlar. Bu durum protein
tastyict hiicrenin proteazlarindan korunsa bile daha sonraki siireglerde
fonksiyonel protein eldesinde zorluklara ve miktar azliklarina sebebiyet

vermektedir

Giliniimilizde rekombinant protein iiretim tekniklerinin kolaylastirilmasi, kisa zamanda,



az maliyetli ve verimli sekilde protein elde etmek amaciyla iiretim ve saflagtirma

teknikleri ile ilgili caligmalar geliserek devam etmektedir (26).

2.4. Klonlama ve Vektor Secimi

Rekombinant protein iiretim siireci, uygun konakg¢i hiicrede ekspresyon vektorleri
iizerindeki gili¢lii promotorlar yardimiyla hedef proteini kodlayan DNA molekiillerinin
verimli sekilde ilgili gen iiriinliniin ifadelenmesi ve nihai protein iiretiminin yapilmasi
caligmalarin1 kapsamaktadir (27). Hedeflenen genlerin ifadelenmesi ve sonucunda
protein {irline doniismesi i¢in Oncelikle giiclii bir promotor ardinda olmak iizere
ekspresyon vektoriine klonlanir. Tasiyict vektorler {izerinde; ribozom baglanma
bolgeleri, kontrol elementleri, antibiyotik diren¢ kaseti, replikasyon orijinleri,
klonlamaya olanak saglayan restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri ve verimli
sekilde tiretimi saglayacak giiclii promotorler bulunmaktadir (28). Yaklasik 500 bp
uzunlugundaki promotdr bolgeler, vektoriin ¢ogalmasini sagladigi gibi polimeraz
enzimlerinin baglanmasi ile klonlanan ilgili protein DNA'siin replikasyonunda gorev
alir. Hedef sekansin ifadelenmesini saglayacak sekilde promotor bdlgenin ardina
klonlanmasiyla olusturulan rekombinant vektor uygun tasiyict hiicreye aktarilir ve
hedef protein iiretimi gergeklestirilir. Ancak bu siiregleri etkileyen bircok faktor
bulunmaktadir. Ayrica rekombinant protein iiretiminde kullanilan ekspresyon
vektorlerinin kopya sayisi, antibiyotik diren¢ kaseti, ¢oklu klonlama bdlgesi,
transkripsiyon promotor se¢imi, pET ekspresyon sistemleri gibi bazi ana 6zellikler

uretimi etkilemektedir

* Kopya Sayisi

Ekstrakromozomal bir DNA parcasi olan plazmitler, konak¢1 hiicreden bagimsiz bir
sekilde sadece hiicre igerisinde belirli kopya sayisinda c¢ogalabilmektedir.
Plazmitlerde replikon ad1 verilen bdlgeler replikasyon baslangici (ori) ve kontrol eden
elementlerden olusan ve kopya sayisi ile yakindan iligkili olan genetik birimdir.
Plazmitte yer alan ve replikasyon orjini olarak adlandirilan diziler sayesinde

kopyalama gergeklestirilebilir. Plazmitlerde 30'dan fazla replikon tanimlanmasina



ragmen molekiiler klonlamada siklikla; kopya sayis1 15-20 olan ve bakterilerin
birbirleri ile rekabet etmelerini saglayan kolisin adl1 bakteriyosinden adini alan colE1

replikonu ve bir digeri pMBI1 replikonu kullanilmaktadir (29).

* Antibiyotik Diren¢ Kasedi

Cogu plazmid i¢inde bulunduklar1 bakteriye selektif avantaj saglayan, bakteriyi
tetrasiklin, kloramfenikol, blastisidin, ampisilin, zeosin gibi bir antibiyotige direngli
hale getirmek gibi 6zellikler kazandiran genler veya gen gruplari tasirlar. Bu gen
gruplart 6zellikle rekombinant protein liretiminde aktarimi gerceklestirilen ve ilgili
geni igeren rekombinant vektdriin, tasiyici hiicreye secgici bir avantaj kazandirmasi
sebebiyle ilgili hiicre tarafindan vektoriin kopyalanmasi gergeklestirilir. Ayn1 zamanda
transformasyon gibi islemlerde ilgili geni tasiyan hiicre gruplarinin uygun

antibiyotikli besiyerleri yardimiyla ayirt edilmesini ve segilmesini kolaylastirir (31).

*  Coklu Klonlama Bolgesi

Coklu klonlama bolgesi 20'den fazla farkli restriksiyon enzimlerinin kesim yerlerinin
bir arada bulundugu polylinker adi1 da verilen bolgelerdir. Bu bodlgede yer alan
restriksiyon endontikleaz tanima dizileri ile acik okuma cergevesini bozmayacak
sekilde ikili enzim kesimlerine maruz kalmis hedef DNA dizisinin yerlesmesine

olanak saglanir ve kolay bir sekilde hedef DNA dizisinin klonlamasinin saglanir (32).

Hedef DNA dizisinin klonlanmasinda siklikla kullanilan restriksiyon enzimleri, hedef
sekans ile vektoriin iki ucundan yapiskan uglar meydana getirecek sekilde kesilmesini
ve ligasyon yardimiyla vektor ile hedef gen dizisinin birlestirilmesine olanak
saglarlar. Genellikle ¢oklu klonlama bolgeleri direng kaseti ya da haberci (reporter)
genin basinda yer almaktadir. Bdylece hedef DNA parcasni alan basarili bir
rekombinant plazmit iceren transformatlarin fenotipik olarak teshisi gerceklestirilir

(31,32).
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¢ Promotorlar

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

tiretiminin indiiksiyon agamasinda kritik rol oynamaktadir.

Rekombinant protein tiretiminde siklikla kuvvetli promotorlardan olan T4 yada T7
bakteriyofajlarindan tiiretilmis olan promotor sistemleri kullanilmaktadir. Bu
promotorlar protein lretimi sirasinda aktif hale getirecek olan laktoz ve laktoz
analogu olan galaktopiranozidler tarafindan indiiklenmektedir. Bakteriyel ekspresyon
sistemi olarak bu tez caligmasinda kullanilacak laktoz analogu izopropil-B-D-
tiyogalaktopiranozit (IPTG) lac operonu indiikleyicisidir. Genellikle ¢oklu klonlama
bdlgesine bitisik olan bu promotor sistemi T7 viral promotoru oldugundan oldukga
giicliidiir. Ancak bu promotor sadece viral T7 polimeraz varliginda ¢aligmaktadir.
Bakterinin kendi polimerazlar1 bu promotoru tanimamaktadir. Bu amacla ¢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 (34).

Giicli  bir promotor olan T7 promotorunun operonunda baz1 Ozel diziler
bulunmaktadir. Bunlar represor, promotor, operotor, terminatdr ve hedef gen dizisidir.
Laktoz operonunun asil hedefleri olan lacZ, lacY ve lacA ortamda laktoz varliginda
ifadelenen genlerdir. Bu hedef genlerden lacY, laktozun hiicre icerisine alinmasi igin
gerekli olan permeaz enzimini; lacZ, laktozu glikoza ve galaktoza parcalayan -
galaktozidaz enzimi ve lacA ise laktoz metabolizmasinda olusan artik {iriinlerin
hiicreden uzaklastirilmas1 sirasinda galaktosit sekerlerinin asetillenmesini saglayan
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 {riinii

promotordaki operator dizilere baglanarak RNAP'in promotora baglanmasini engeller.
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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
baglanmasiin 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 (34).

* Pet ekspresyon sistemleri

Rekombinant protein liretiminde ticari olarak kullanilan farkli promotor igeriklerine
sahip sistemler bulunmaktadir. Tac promotoru iceren pGEX, aeaBAD (arabinoz)
promotoru igeren pBAD ve Trc promotorlu pTre 6rnek verilebilir. Bu tez ¢alismasinda
bakteriyel sistemde rekombinant protein iiretmek amaciyla kullanilacak ve ticari
olarak cok sik tercih edilen sistem T7 promotorlu ve lac operatdr sistem bazli pET
sistemleridir. Bu tezde kullanilacak olan Sekil 4.4'de gosterilen pET-28a plazmit
vektorii, klonlamada ve rekombinant protein iiretiminde kullanilacak olan vektordiir.
Vektor tizerinde lac represor proteinini kodlayan lacl geni, T7 promotoru, lac operator
bolgesi, ¢oklu klonlama bolgesi, kanamisin direng kaseti, flve colEl replikasyon
orijinleri bulunmaktadir. Klonlanmak istenen hedef gen T7 promotoru ve lac operator
bolgenin 5' ucuna klonlanir. BL21 (DE3) susunda lacUV5 promotor kontrolundeki
operonun Oniinde 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 siireclerinde kolaylik

saglar (35).

2.5. Protein Saflastirma Yontemleri
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2.5.1. Metal selasyon afinite kromotografi

Tez ¢alismasinda hiicre lizat1 seklinde elde edilen protein karigimindan ilgili proteinin
spesifik olarak ayirilmasi amaciyla kullanilan bu diisiik basingli kromotografi sistemi;
temel olarak koenzim, substrat, antikor, niikleik asit, hormon gibi biyolojik ligandlar
ile saflagtirilmasi hedeflenen molekiil arasinda tersinir bag kuran afinite
kromatografisidir. Uzun yillardir protein saflastirmak {izere kullanilan afinite
kromatografisi verimli ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle genel olarak tercih

edilmektedir (36).

Oldukca hassas seg¢icilige sahip olan afinite kromografisi genel olarak antijen-antikor,
enzim-substrat, ilag-reseptor gibi  hassas etkilesimlere dayanir.  Afinite
kromotografisinde ayirimi arzu edilen protein yada protein gruplar 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 saliimu ise spesifik olarak liganda yarigmali 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 (38).

Afinite kromografisi; immiinoafinite, hidrofobik etkilesim kromotografisi, kovalent
afinite ve immobilize metal selat afinite gibi bircok teknik biinyesinde
barindirmaktadir. Bu tez kapsaminda immobilize metal selat afinite kromotografisi
tercih edilmistir. Bu yontem o6zellikle teropotik proteinlerin, peptitlerin, niikleik
asitlerin, hormonlarin ve enzimlerin saflastirilmasinda kullanilmaktadir. Hedef
proteinler metal iyonlarina 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
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divalent veya trivalent katyonlara ilgisi farklidir. Siklikla kullanilan divalent katyonlar
Fe?, Co?, Ni?, Cu? ve Zu?,dir. Bunlar disinda trivalent katyon olarak Fe* ve Al*'de

kullanilmaktadir (37-39)
2.5.2. Yiiksek basin¢h sivi kromotografisi (HPLC)

Tez caligmasinda iiretimi gerceklestirilen rekombinant A ve B insiilin proteinin,
imidazolden arindirilmasi ve A ve B zincirlerinin analiz edilmesi sonucunda
birlestirilerek kimerik insiilin protein eldesi amaciyla kullanilan HPLC, giiniimiizde
biyoteknoloji alanindaki teknolojilerin ve altyapilarin gelismesi dogrultusunda peptid
ve proteinlerin karakterizasyonunda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Birbirine ¢ok
yakin analitlerin yer aldig1 ¢ozeltileri ayirmak amaciyla kullanilan bu yontem temel
olarak, yiiksek basingta sivi ve kat1 olan fazlar arasinda sivida ¢ézlinmiis bilesenlerin
biraraya gelip etkilesimi sonucunda igerisinde bulundugu kolondaki farklt zaman ve
hizlarda hareketi ile birlikte ¢ozeltide yer alan bilesenlerin kolonu terk ederek
ayrilmasina dayanan bir yontemidir. HPLC yonteminin en biiyiik avantajlarindan
birisi nitel ve nicel analiz yapilabilmesidir. Bu yontem ayirimi arzu edilen bilesenlerin
karisimdan ¢ikis zamaninin farkli olmasi saglarken, rahat, verimli ve hizli sekilde
analiz yapilabilmesini sagladigi i¢in siklikla tercih edilmektedir. Ozellikle son elli
yildir organik maddeler {lizerinde yapilan deneylerde kullanilan bu yontem ile ayirma,

saflastirma ve analiz etme imkan1 saglanmistir (40,41).
2.6. Deney Tasarim

Deney tasarim yontemleri, rekombinant proten iiretimi gibi birgok faktoriin iiretimde
oldukca etkili odugu siireclerde istatistiksel olarak anlamli ve tekrarlanabilir optimal
iiretim kosullarinin belirlenmesi amaciyla siklikla kullanilir. Ozellikle rekombinant
protein iiretimi gibi zaman ve maliyetin 6nemli oldugu ayn1 zamanda verimli bir
iiretim stirecinin arzu edildigi ¢aligmalarda klasik deney tasarimi yontemlerine gore
oldukca avantaj saglamaktadir. Yalnizca zaman, maliyet ve verim gibi bahsi gecen

kriterler degil ayn1 zamanda iiretimde etkili oldugu diisiiniilen faktorlerin istatistiksel
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olarak birbirleri ile iligkilerinin net bir sekilde gézlenmesi ve yorumlanmasina olanak
saglar. Deney tasariminin en temel amaglar1 arasinda deney hatalarini minimuma
indirmek ve deney sayisinin belirlenmesine olanak saglamasidir (42). Bu amagla ilk
olarak 1900'li yillarin basinda R.A. Fisher ve ekibi tarafindan, tarim sektoriinde
verimlilik artig1, liretim siireclerinin optimizasyonu ve iyilestirme caligmalarinda
kullanilmistir. Boylece hem deney siirecinde yasanmasi olasi hatalarin minumum
seviyelere diisilirlilmesi saglanmis hem de iiretim siireglerinin optimizasyonu kisa

stirede yapilmigtir (42).

2.6.1. Plackett-Burmen Tasarimi

Plackett ve Burman tarafindan 1946 yilinda gelistirilen bu tasarim “Hadamard
Matriks tasarimi” olarak da bilinen iki seviyeli kismi faktoriyel tasarimdir (42). Kismi
faktoriyel dizaynlar1 tam faktoriyel dizaynlardan farkli yani, kismi faktoriyel
tasarimlarda iyi sonu¢ alinmasi i¢in faktdor ve seviyelerin oldugunca az sayida
tutulmasina gerek olmamasidir. Ozellikle bio-miihendislik sistemlerinde etkili
faktorlerin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Plackett-Burman klasik deneysel
yaklasimlardan farkli olarak deneydeki tiim faktorlerin degerlendirilmesini ve degisik
kombinasyonlarinin olusturulmasini saglamaktadir. Boylece pek ¢ok potansiyel faktor
arasindan onemli faktorlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. 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 (44) (45).

2.6.2. Box-Behnken

Iki seviyeli kismi faktdriyel tasarim olan Plackett ve Burman (PB) tasarimi énemli
faktorlerin 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 (46).
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1960'1 yillarda Box ve Behnken'in gelistirdigi bu yontem, 3 seviyeli kismi faktoriyel
tasarim olarak Box ve Behnken tarafindan gelistirilmis ve yanit yiizeyi analizinin
yapilmasina olanak saglayan istatistiksel bir yontemdir. Iki seviyeli kismi faktriyel
tasarimda belirlenen ve yeterli oldugu analiz edilen faktorler 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 (diisiik), O (orta) ve +1 (yiiksek) olarak kodlanmasi, ikinci
dereceden bagimsiz tasarim olusturma ve sonuglarin kolay bir sekilde diizenlenmesi
ve yorumlanmasidir. Bu analiz 6zellikle giivenilir bir sonug verdigi ve deney sayisini

azalttig1 i¢in oldukca sik tercih edilmektedir (42,46)
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3. GEREKCE VE AMAC

Proteinler yasamin ve hiicrenin temel bilesenleridir. Ozellikle ila¢ sektdrii agisindan
proteinler olduk¢a Onemlidir. Diinya niifusu ile dogru oranda artan hastaliklarin
tedavisinde kullanilan protein tabanl ilaglara duyulan ihtiya¢ yillar iginde artmistir.
Dogal kaynaklarindan saflastirilarak elde edilen proteinlere karsi gelisen teknoloji ile
birlikte daha saf, ucuz, ¢oziinebilir ve fonksiyonel olarak daha hizli sekilde iiretim
olarak saglayan rekombinant DNA/protein teknolojileri ile iiretilen proteinler
glinlimiizde yogun kullanilmaktadir. Bu proteinlerin {iretimi i¢in fabrika hiicre olarak
da bakteri, maya, bitki ve memeli hiicreleri kullanilmaktadir. Kiiltiiriiniin yapilmasinin
kolayligi, basit besiyeri gereksinimlerinin olmasi, hizli ve kolay tiretilebilmesi, hizli
adaptasyon kabiliyeti, morfolojik, genetik ve fizyolojik Ozellikleri iyi bilinen bir
organizma olmasi, ¢ok sayida yontem gelistirilmis olmas1 gibi avantajlar1 nedeni ile
E. coli basta olmak lizere bakteri hiicreleri rekombinant protein iliretiminde siklikla

kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda,

* rekombinant DNA teknolojisi ile insan insiillin A ve B peptidlerini iireten

bakteriyel fabrika hiicre bankalar1 tasarlayarak olusturmak,

* fraksiyonel faktoryel deney tasarimi ve yanit ylizey modellemesi yontemlerini
kullanarak bu fabrika hiicreler ile insiilin A ve B peptidlerinin {iretimi

stireclerini optimize etmek,

* lretim sonrast kromatografik olarak saflastirilan insiilin A ve B peptidlerininin

diisiik maliyetli bir redoks kimyasi ile dimerizasyonunu saglamak

basamaklarindan olusan rekombinant insan insiilin molekiilii {iretim siirecinin

gerceklestirilmesi amaglanmugtir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢aligmasinda, rekombinant insan insiilin A ve B zincirlerinin bakteriyel fabrika
hiicrelerde tiretimini ve saflagtirllmasini saglayacak vektor tasarimlart gelistirilmis;
hiicre banklarinin olusturulmasimin ardindan deneysel tasarim ve yanmit ylizeyi
modellemesi ile protein ekspresyon diizeyleri optimize edilmistir. Sentezlenen iiriiniin
diisiik basin¢li sivi afinite kromatografisi ile saflastirilmasinin ardindan, afinite
etiketinin son iiriinden proteolitik olarak uzaklastirilmasi saglanmig, olgun insiilin A
ve B zincirleri arasindaki disiilfid baglarinin kimyasal oksidasyon yolu ile kurulmasi
ve dimerik molekiillerin ters faz yliksek basin¢li sivi kromatografisi ile saflastirilmasi

basamaklari gerceklestirilmistir.

4.1. Bakteriyel ekspresyon sisteminde rekombinant insan insiilini iiretim

siirecinin tasarimi

Bakteriyel protein ekspresyon sistemleri, belirtilen avantajlarina ragmen, rekombinant
insan insiilini liretimi siirecinde ¢oziimlenmesi gereken tasarim kisithiliklarini da

beraberinde getirmektedir:

1. Bakteri hiicrelerinin translasyon islemi sonrasi protein modifikasyonu
yapabilme kapasitesi son derece smnirhidir. Sirasi ile sinyal peptidi-B-C-A
zincirlerinden olusan proinsiilinin B-C ve C-A bileskelerinden sindirilmesini
saglayan dibazik aminopeptidazlarin  Escherichia coli  hiicrelerinde
bulunmamasi, A ve B zincirlerini iiretecek ayr1 hiicre bankalarmin

olusturulmasini gerekli kilmaktadir.

2. Escherichia coli sitoplazmasi1 kuvvetli rediiktan bir ortam olusturdugundan

insiilin A ve B zincirleri arasinda disiilfid baglar1 kurulamamaktadir.

3. Ogzellikle insiilin gibi yilksek GC oranmna sahip heterolog genlerin

ekspresyonunda nadir kodon sorunu verim diisiikliigline neden olmaktadir.
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4. Bakteri hiicrelerinde iiretilen rekombinant proteinler i¢in etkin bir sekresyon
sistemi bulunmadigindan hedef proteinin diger hiicresel proteinlerden

saflagtirilmas1 gerekmektedir.

5. Son fdriinde yer alacak insiilin zincirlerinde orijinal diziden farklilik

bulunmamalidir.

6. Ayrn ayr iretilip saflastirilmis zincirlerin ucuz ve hizli bir yontem ile dogru

sekilde distilfid bag1 yapmasi saglanmalidir.

Bu tez calismasinda, belirtilen tasarim kisitliliklar: g6z 6niinde tutularak, rekombinant

insan insiilinini elde etmek amaci ile;

* insiilin A ve B zincirlerinin daha sonra kimyasal olarak birlestirilmek iizere

ayr1 Escherichia coli kiiltiirlerinde iiretilmest,

* cksprese olacak rekombinant fiizyon peptidlerin bakteri tarafindan

translasyonu kolay yapilabilecek N-terminal segment ile liretilmesi,

* lretim sonrasi bakteri hiicrelerinin parcalanmasi ve elde edilen lizattan 6 x
histidin etiketi tasiyan fiizyon peptidlerin metal selasyon kromatografisi ile

saflastirilmast,

» saf flizyon peptidlerin siyanojen bromiir ile sindirilmesi ve dizide farklilik

yaratacak amino asitlerin uzaklastirilmasi,

* proteolitik sindirme sonucu elde edilen {irtinlerin C18 ters faz kromatografi ile

tuzdan arindirilmasi,

* insilin A ve insilin B zincirlerini igeren kesim iirlinlerinin dogru
stokiyometride karstirilarak  oksitleyici ortamda  disiilfid baglarinin

olusturulmasi,
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* homo- ve heterodimerik indirgenme iriinlerinin C18 ters faz kromatografisi

ile ayristirilmasi
basamaklarindan olusan bir siire¢ gelistirilmistir.
4.2. Materyal
4.2.1. Insiilin A ve B fiizyon peptidlerini kodlayan vektér yapilarimn tasarimi

Insan insiilini A ve B zincirlerinin bakteriyel ekspresyon vektdriine molekiiler
klonlamasinin tasarimi icin GenBank NM 000207 referans mRNA dizisi ile
NG 007114 referans DNA dizisinden yararlanilmistir. Insiilin sinyal peptidi, B, C, A
zincirlerinin ve dibazik amino peptidaz kesim bolgelerinin genomik DNA ve mRNA
tizerindeki yerlesimi ile klonlamada kullanilan primer ¢iftlerinin (iBF — iBR, iAF —
1AR) baglanma bolgeleri Sekil 4.1'de gosterilmistir. Olgun insiilin A ve B zincirlerini
kodlayan gen segmentleri intron i¢ermediginden ilgili segmentleri ¢ogaltmak icin
kullanilan primer ¢iftleri, hem genomik DNA hem de cDNA hedeflerine baglanacak
sekilde secilmistir.

ooooooooo

so0 7 sa00

Sekil 4.1. insiilin sinyal peptidi, B, C ve A zincirleri ile insiilin B ve C
segmentlerinin gogaltilmasi igin kullanilan iBF — iBR ve iAF — iIAR
oligonukleotid primerlerinin mRNA (NM_000207) ve genomik DNA
(NG_007114) Gzerindeki yerlesimleri.
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Bu tez calismasinda, olgun insiilin A ve B peptidlerini kodlayan gen segmentlerini
cogaltmak i¢in siras1 ile iAF — iAR ve iBF — iBR oligoniileotid primer ¢iftleri
kullanilmistir (Cizelge 4.1). Bu ¢alisma i¢in secilen bakteriyel ekspresyon vektorii
pET28a plazmidine molekiiler klonlamanin dogru yonde gergeklesmesini saglamak
amact ile ileri primerler 5'- Ndel, geri primerler ise 5'- Xhol tip II restriksiyon
endoniikleaz kesim bolgesine sahip olacak sekilde tasarlanmistir. S6z konusu
vektoriin ¢oklu klonlama bolgesi ile molekiiler klonlama deneyleri i¢in segilen
restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin tanima motiflerinin yerlesimi Sekil 4.2'de

gosterimistir.

Cizelge 4.1. Insiilin A ve B zincirlerini kodlayan gen segmentlerinin pET28a plazmid
vektoriine klonlanmasinda kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizisi, kesim enzimi

ve baglanma sicakliklari.

Primer Dizisi (5'-3") Baglanma

Sicakligi

AR 5'-ATT CTCGAG TCA GTTGCAGTAGTTCTCCAGCTG-3' 59°C

XhoI opl
iAF 5'-ATT CATATG GGCATTGTGGAACAATGCTG-3' 59°C
NdeI

iBR 5'-ATT CTCGAG TCA GGTCTTGGGTGTGTAGAAGAA-3' 59°C

XhoIl opl
iBF 5'-ATT CATATG TTTGTGAACCAACACCTGTG-3' 59°C
NdelI

opl: Opal terminasyon kodonu.

Rekombinant insan insiilin sentez silireci tasariminin hedeflerinden biri, fabrika

hiicrelerin parcalanmasinin ardindan sentezlenen insiilin A ve B zincirlerinin hiicresel
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proteinlerden yiiksek 6zgiilliiklii bir yontem ile saflastirilmasi olarak belirlenmistir.
Saflastirma asamasinda immobilize metal selasyon afinite kromatografisi kullanimini
miimkiin kilmak icin insiilin zincirleri, pET28a vektorii iizerinde hali hazirda
kodlanan 6 x histidin etiketi ile trombin kesim bdlgesini de iceren 21 amino asit
uzunlugunda bir N-terminal peptid ile fiizyon olusturacak sekilde tasarlanmistir.
Olgun insiilin A ve B gen segmentlerinin klonlanmasi i¢in kullanilan Ndel ve Xhol
restriksiyon endoniikleaz kesim motifleri ile 6 x histidin etiketi ve trombin kesim

bolgesinin yerlesimi Sekil 4.2'de gosterilmistir.

Ncol
g 4
5—'>TTA AGA AGG AGA TAT Adc ATG GGC AGC AGC
] G

T T m——— ]
r

CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGC C4 TG
H H H H H H S S G L \") P R G
Nhel BamHI| EcoRl| Sacl

v \7
<—q—CT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGC A TCC A TTC GAG CﬂC
A A

==l Gl Xholl ek T—)

C CITC GAC ATAG CTT GJG GCC GCA TC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA—>
a a a

Sekil 4.2. pET28a ekspresyon vektdrinin ¢oklu klonlama bdlgesi ile
ribozomal baglanma sekasi, trombin kesim bolgesi, N- ve C-terminal 6 x
histidin etiketleri. insilin A ve B gen segmentlerinin klonlanmasi igin
kullanilan Ndel ve Xhol kesim bolgeleri isaretlenmistir.

Rekombinant insiilin iiretimi siirecindeki tasarim kisitlarindan biri de sentezlenen
insililin zincirlerinin amino asit dizisi lizerinde degisiklik, ekleme ya da eksiltme
yapilmasinin miimkiin olmamasidir. Bu nedenle, fiizyon peptidlerin proteolitik olarak
kesilerek son iirlinden uzaklastirilmasinda kesim iirlinii N-terminalinde ek amino asit
birakmayan bir ¢oziim olusturulmas: gerekmektedir. Kullanmig oldugumuz vektor
pET28a, N-terminal 6 x histidin etiketinin uzaklastirilmasi i¢in trombin kesim bolgesi
kodluyor olsa da, trombin sindirmesi ile elde edilen son iiriiniin N-terminalinde ek
amino asitler wuzaklastirilamamaktadir. Bu tez c¢alismasinda, insiilin gen

segmentlerinin molekiiler klonlamasi i¢in tasarlanan ileri primerler (iAF ve iBF),
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okuyan cerceveye oturacak sekilde metiyonin amino asitini kodlayan ATG niikleotid
dizisine sahip Ndel restriksiyon endoniikleaz enzimi tanima bolgesi icermektedir. Bu
tasarim sayesinde, bakteriyel hiicreler tarafindan eksprese edilen fiizyon peptidin
siyanojen bromid kullanilarak sindirilmesi ile dogru uzunluk ve amino asit dizisine
sahip insiilin A ve B zincirlerinin elde edilmesi saglanmistir (Sekil 4.3). Ayn1 nedenle,
geri primerler (1IAR ve iBR), Xhol motifinin yukarisinda Opal terminasyon kodonu

icerecek sekilde tasarlanmistir( Cizelge 4.1).

NdeI
iAF  5- 277CATATGGGCATTGTGGAACAATGCTG -3'
HMGTIVETU QT CC

: = Insiilin A zinciri
HoN- MAGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMAGIVEQCCTS ICSLYQLENYCN -COOH ™

6xHistidin
etiketi

CNBr proteolitik
kesim bolgesi
CNBr proteolitik
kesim bolgesi

Y Y : : -
Ho>N-MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT-COOH
insiilin B zinciri
H M F V N Q H L C

iBF 5- CATATGTTTGTGAACCAACACCTGTG -3'
NdeI

Sekil 4.3. Rekombinant insulin A ve B fuzyon peptidleri, 6 x histidin
saflastirma etiketi ve bu etiketin son uriinden uzaklastiriimasini saglayan
siyanojen bromid proteolitik sindirme bolgeleri ile klonlama ileri primerlerinin
yerlesimi

4.2.2. Gen kaynag memeli hiicre hatti

Bu tez c¢aligmasinda, insiilin geni kaynagi olarak Epstein-Barr Virus ile transforme
edilen Homo sapiens lenfoblastik hiicre hatti olan IM-9 (ATCC CCL-159)

kullanilmustir.

4.2.3. Molekiiler klonlama ¢alismalar1 ve protein ekspresyonu icin bakteri susu

ve vektor secimi
Rekombinant insiilin A ve B zincirlerinin iretimi i¢in bakteriyel pET ekspresyon
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sisteminden yararlanilmistir. Bu sistem T7 RNA polimerazi tarafindan transkripte
edilebilen giiglii promotorlar yardimi ile yiliksek miktarda rekombinant protein
liretimine olanak saglamaktadir. Bu tez calismasinda, seriye ait kanamisin direng
kasetli pET28a plazmid vektorii secilmistir. Uzunlugu 5.4 kb olan bu plazmid,
promotor ve ribozomal baglanma bolgesinin arkasina yerlesmis g¢oklu klonlama
bolgesinde ondan fazla restriksiyon endoniikleaz i¢in kesim motifleri, okuyan
cerceveye oturacak sekilde N- ve C- terminal 6 x histidin etiketleri, N-terminal 6 x

histidin etiketinin uzaklastirilmasi i¢in trombin kesim bolgesi icermektedir(Sekil 4.4).

Bu caligmada, insiilin geni A ve B zinciri segmentlerinin klonlandig1 ekspresyon

vektorii plazmidler sirasi ile pInsA ve pInsB olarak adlandirilmstir.
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Sekil 4.4. Tez calismasinda kullanilan ekspresyon vektort pET28a'nin
haritasi.

Insiilin A ve B zincirlerini kodlayan ekspresyon vektdrlerinin olusturulmasi igin
molekiiler klonlama ¢alismalar1 Escherichia coli K12 JM109 (endA1l, recAl, gyrA96,
thi, hsdR17 (rk—, mk+), relAl, supE44, A(lac-proAB), [F" traD36, proAB,
laqlqZAM15]) susu kullanilarak gerceklestirilmistir. Fizikokimyasal yontemler ile
kompetan hale getirildiginde yliksek transformasyon frekansina sahip olan bu sus,
azalmis rekombinasyon hizi ile aktarilan genetik yapinin biitiinliigiiniin korunmasini

da sagladig1 i¢in tercih edilmistir. Ayrica, E. coli K12 JIM109, T7 RNA polimeraz
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ifadelendiremediginden klonlamasi yapilan hedef genin sizinti ekspresyonu sorunu

bulunmamaktadir.

Bu tez caligmasinda, protein ekspresyonu i¢in fabrika hiicre olarak E. coli BL21
(DE3) (F—, ompT, hsdSB (rB—, mB-), dem, gal, M(DE3), pLysS, Cmr) susu
kullanilmistir. Bu sus, daha diisiik transformasyon frekansina sahip olmasina ragmen,

glirbliz metabolik 0Ozellikleri ile rekombinant protein iiretimine daha uygundur.

Bakteri, lacUVS5 promotoru kontrolii altinda T7 RNA polimeraz igeren A-DE3
lizojenine sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde, E. coli BL21(DE3) hiicrelerinde ortamda
beta galaktozid varliginda T7 RNA polimeraz iiretimi ger¢eklesmekte, T7 viral
promotora sahip pET plazmidlerinden yiiksek diizeyde transkripsiyon elde
edilmektedir. Ayrica, Lon proteaz delesyonuna sahip susta proteolitik degredasyon

sorunu daha az yasanmaktadir.
4.2.4. Insiilin A ve B zincirleri gen kaynag

Bu tez c¢alismasinda, IM-9 insan lenfoma hiicre hatti gen kaynagi olarak
kullanilmistir. Bu amagla, T25 hiicre kiiltiirii siselerinde %10 fetal sigir serumu, 4 mM
L-gutamin, 100 U/ml penisillin ve 100 pg/ml streptomisin iceren RPMI 1640
besiyerinde %5 karbondioksitli atmosferde 37 °C sicaklikta {i¢ giin boyunca inkiibe
edilen hiicreler 2000 x g ivme ile santrifiij edilerek toplanmistir. Pellet edilen

hiicrelerden DNA saflastirmasi yapilmustir.
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4.3. Yontem

4.3.1. Tampon ve ¢ozeltiler

4.3.1.1. Mikrobiyolojik besiyerlerinin hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda, bakteri suslarinin liretilmesi i¢in Luria — Bertani (LB) agar plaklari
ile buyyonu kullanilmistir. Klonlanmis ya da bos pET28a ile transforme edilmis
suglarin  kiltiric 50 pg/ml konsantrasyonunda kanamisin eklenmis besiyerinde
gerceklestirilmistir(Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Plazmid aktarimi1 deneylerinde
transformantlarin se¢imi ve indiiksiyon oncesi bakteriyel biyokiitle olusturulmasi igin
icin SOC buyyon ya da SOB agar besiyerleri kullanilmistir(Cizelge 4.4).
Rekombinant insiillin A ve B zincirlerinin indiiksiyonu ise, bakteri indiiksiyon

besiyerinde gergeklestirilmistir(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.2. Luria Bertani besiyeri igerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya Oziitii S5 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 kati besiyeri icerigi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tripton 10 g/l

Maya Oziitii 5 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 icerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tripton 20 g/1
Maya Oziitii 5 g/l
Agar 15 g/l
NaCl 0.5 g/1
NaOH 0.001 N
KCI 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  pHO0.1 M

7.5/5.5

IPTG 0.0002 M

Kanamisin 0.050 mg/ml

LB
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Tripton, pepton, agar, maya 0ziitii, sodyum kloriir ve sodyum hidroksit gibi bilesenler
otoklavda 121°C sicaklikta 1.5 atmosfer basing altinda 15 dakika steril edilmistir.
Yiiksek sicakliga duyarli bilesenlerden glukoz, kanamisin, magnezyum siilfat,
magnezyum klorilir stok c¢ozeltileri 0.22pm por capli filtrelerden gegirilerek steril

edilmis, hazirlanan besiyerleri 55 °C sicaklia kadar sogutulduktan sonra eklenmistir.

4.3.2. Bakteriyolojik kiiltiirlerin iiretilmesi ve stoklanmasi

Bakteriyolojik kiiltiirler aseptik teknik kullanilarak yapilmistir. Kati besiyerlerine
ekimler tek koloni teknigi ile gerceklestirilmistir. Sivi kiiltlirler, protokol
gerektirmedikee safligi teyit edilmis kati besiyerleri kiiltiirlinden alinan tek koloni ile

inokiile edilmistir.

Kriyoprezervasyon ile stoklanan kiiltlirler icin %30 (hacim/hacim) gliserol icerek
Luria — Bertani buyyon kullanilmigtir. Stv1 kiiltiir pelletleri ya da saflig1 teyit edilmis
kat1 besiyerinden alinan koloniler gliserollii stok besiyerinde siispanse edilerek -80 °C

sicaklikta dondurulmustur.

4.3.3. Memeli hiicre kiiltiirii deneyleri

Bu tez ¢alismasinda gen kaynagi olarak kullanilan IM-9 hiicreleri, T25 hiicre kiiltiirii
siselerinde %10 fetal sigir serumu, 4 mM L-gutamin, 100 U/ml penisillin ve 100
ng/ml streptomisin igeren RPMI 1640 besiyerinde %35 karbondioksitli atmosferde 37
°C sicaklikta ii¢ giin boyunca inkiibe edilmistir. Yeterli sayiya ulasan hiicreler, 2000 x
g ivme ile santrifiij edilerek toplanmistir. Pellet edilen hiicrelerden DNA saflagtirmasi

yapilmistir.

4.3.3.1. Memeli Hiicrelerinden niikleik asit izolasyonu ve saflastiriimasi

Memeli hiicrelerinden DNA izolasyonu ve saflastirmasi icin hiicre pelletleri, SDS ve
proteinaz K igeren lizis tamponu ile par¢alanmistir(Cizelge 4.6). Elde edilen lizat,

fenol kloroform izoamil alkol (25:24:1) karisimu ile 1:1 oraninda karistirilarak sivi
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siv1 ekstraksiyon uygulanmistir. Olusan emiilsiyon 17000 x g ivme ile ayristirilmus,
istte kalan su faz1 temiz tiipe aktarilarak 0.4 hacimde aktarilmis, lizerine 0.1 hacim
3M sodyum asetat pH 5.5 ve 0.5 hacim 2-propanol eklenmistir. Ornekler -20°Cde
inkiibasyonun ardindan 17000 x g ivme ile santrifiij edilmis, ¢oken niikleik asitlerin
pellet olusturmasi saglanmigstir. Pellet sirasi1 ile %99 ve %70 (hacim/hacim) etanol ile
yikanmigtir. Etanoliin buharlastirilarak uzaklagtirilmasinin  ardindan ntikleik asit

pelleti su i¢inde 8mM NaOH c¢ozeltisi ile ¢ozlilmiistiir(46).

Cizelge 4.6 Memeli hiicresi lizis tamponu

Malzeme Calisan konsantrasyonu
Tris-kloriir 10 mM

EDTA 100 mM

SDS %0.5

Proteinaz K 0.1 mg/ml

4.3.3.2. “Midi-prep” alkalen lizis yontemi ile plazmid izolasyonu

Tez calismasinda gergeklestirilen molekiiler klonlama deneylerinde kullanilan

plazmid DNA's1 “midi-prep” alkalen lizis yontemi saflagtirilmistir.

Bu amagla, 50pg/ml kanamisin eklenmis 10 ml hacminde LB buyyon, plazmid
izolasyonu yapilacak kiiltiirden segilen bir koloni ile inokiile edilmistir. Hazirlanan
stv1 kiiltlir bir gece boyunca 37°C sicaklikta, 200 RPM hizda ¢alkalarak tiretilmistir.
Inkiibasyonun sonunda kiiltiir, +4°C sicaklikta 5000 x g ivmesi ile 10 dakika santrifiij
edilerek c¢oktiiriilmiistiir. Bu asamadan kullanilan tampon, ¢ozelti ve ¢alismaya alinan
ornekler buz iizerinde bekletilmis, santrifiigasyon basamaklari +4°C sicaklikta
gerceklestirilmistir. Besiyeri uzaklagtirildiktan sonra pellet, 200 ul soguk alkalen lizis
I ¢ozeltisi (Cizelge 4.7) ile slispanse edilmistir. Hemen ardindan izolasyon tiiplerine

taze hazirlanmis 400 pl alkalen lizis II c¢ozeltisi eklenmistir (Cizelge 4.8). Alt {ist
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edilierek nazikge karistirilan tiipler buz iizerinde iki dakika inkiibe edilmistir. Alkalen
lizis III ¢ozeltisinden (Cizelge 4.9) 300 ul eklenen tiipler buz {izerinde 5 dakika
inkiibasyonun ardindan 17000 x g ivme ile bes dakika santrifiij edilmistir. Plazmid
DNA'sinin ¢oziiniir halde bulundugu {ist faz temiz bir tiipe alinmig, fenol kloroform
izoamil alkol (25:24:1) ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilarak sivi sivi ekstraksiyon
gergeklestirilmistir. Fenol kloroform izoamil alkol ile su i¢inde plazmid DNA's1
emiilsiyonu 17000 x g ivme ile santrifiij edildikten sonra iistte yer alan su fazi temiz
bir tiipe aktarilarak 1:1 oraninda 2-propanol ile karistirilmistir. Sogukta ¢oktiiriilen
plazmid DNA'st 17000 x g ivme ile 20 dakika santrifiij edilerek pellet haline
getirilmigti. DNA pelleti bir kez %99 (hacim/hacim) etanol ve bir kez de %70
(hacim/hacim) etanol ile yikanmistir. Etanoliin kurutularak uzaklastirilmasinin

ardindan pellet 20 pg/ml Rnaz A ile ¢oziilmistiir (47).

Saflastirilan plazmid orneklerindeki RNaz A sindirme {iriilerinin uzaklastirilmasi
amaci ile polietilen glikol etanol presipitasyonu uygulanmis, elde edilen {iriinlin
miktar1 ve kalitesi, spektrofotometrik Ol¢iim ve agaroz jel elektroforezi analizi ile

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.7. Alkalen lizis | ¢ozeltisinin icerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl (pH 8.0) 25 mM
Glukoz 50 mM
EDTA (pH 8.0) 10 mM
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Cizelge 4.8. Alkalen lizis Il ¢ozeltisi icerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
NaOH 0.2 N
SDS %1

* Bu ¢ozelti taze hazirlanip kullanilmalidir.

»  Once NaOH, suya eklenir. Sonrasinda iizerine

SDS yavasca koyulur.

Cizelge 4.9. Alkalen lizis Il ¢dzeltisi icerigi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon

Glasiyel Asetik Asit 11.5 ml

SM Potasyum Asetat 60 ml

H,O 28.5 ml

4.4. Polietilen glikol ve etanol ile DNA presipitasyonu

Escherichia coli kiiltirlerinden izole edilen plazmidlerin molekiiler klonlama
deneylerinde kullanilabilmesi i¢in dogru bir sekilde kantite edilmesi gerekmektedir.
RNaz A yikim iriinlerinin uzaklastirilmasi amaci ile polietilen glikol ve etanol
presipitasyonu uygulanmistir. Plazmid DNA's1 6rnegi, polietilen glikol ve etanol ile
DNA presipitasyon ¢ozeltisi (Cizelge 4.10) ile karistirilmis, ardindan 20 dakika
boyunca 17000 x g ivme ile oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Olusan plazmid
DNA's1 pelleti iki kez %70 (hacim/hacim) etanol ile yikanmustir. Etanoliin

ucurulmasindan sonra pellet, DNaz ve RNaz icermeyen su ile ¢oziilmiistiir (49,50).
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Cizelge 4.10.Polietilen glikol ve etanol ile DNA presipitasyon ¢ozeltisi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl pH 7.2 5 mM

EDTA 0.5 mM

PEG-6000 %13

MgCl, 10 mM

Plazmid DNA's1

H,O

4.5. Silika matriks ile niikleik asit saflastirmasi

Polimeraz zincirleme tepkimesi, restriksiyon endoniikleazlar ile sindirme deneyleri
sonrasinda deoksiniikleotidler, tek ya da ¢ift iplik¢ikli oligoniikleotidler ve enzim gibi
safsizliklarin 6rnekten uzaklastirilabilmesi i¢in silika ve kaotropik ajan kullanilarak
saflastirma yapilmistir. Bu amagla, saflastirilacak 6rnek guanidinli niikleik asit silika
baglanma tamponu (Cizelge 4.11) ile kanstirtlmistir. Sonrasinda, karigim
mikrosanrtifiij formatindaki silika matriksli kolondan 2000 x g ivmesi ile gegirilmistir.
Kaotropik ajanin uzaklastirilmas1 amaci1 ile ii¢ kez 2-propanol ile yikama
gergeklestirilmistir. Alkoliin 10000 x g ivme ile santrifiigasyon ile uzaklastirilmasinin
ardindan DNA'nin kolondan eliisyonu icin hedeflenen konsantrasyona uygun

miktarda DNaz ve RNaz i¢cermeyen su kullanilmistir (51,52).
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Cizelge 4.11.Guanidinli nukleik asit silika baglanma tamponu

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
NaZSO3 50 mM
GuHCI SM

Sodyum Asetat pH 4.6  21.5 mM

Bromtimol Mavisi 0.1 ng/ml
DNA ¢ozeltisi degisken
H,O

4.5.1. Saflastirllan DNA orneklerinin spektrofotometrik yontem ile miktar ve

kalite tayini

Niikleik asit saflagtirmasi iiriinlerinin kantitasyonu ve kalitesinin tayini i¢in 220 — 350
nm dalgaboyu araliginda spektral absorban kaydi yapilmistir. Tutarli dalgaboyu
absorbans spektral grafigi gosteren ornekler i¢in pg/ml cinsinden DNA kantitasyonu,
260 nm dalgaboyunda absorbans {initesi cinsinden 6lgiilen optik yogunlugun 50 pg/ml
birimli sabiti ile ¢arpilmasi ile bulunmustur. Bu dalgaboyunda dlciilen optik
yogunlugun iigiin {izerinde ¢ikmast durumunda, Ornek diliie edilerek Olgiim
tekrarlanmistir.  Olgiimii  yapilan DNA  &rnedinin  icerdigi  safsizliklarin

degerlendirilmesi Cizelge 4.12 'de belirtilen kriterlere gore degerlendirilmistir (53,54).
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Cizelge 4.12. Spektrofotometrik yontem ile DNA 6rneklerinin kalite tayini

Absorbans 6dlgiilen

dalgaboyu Siirlar  Degerlendirme

Aso >3 Ornek diliie edilerek &lgiim tekrarlanmali

Aseons0 <1.8 Yetersiz saflastirma, protein kontaminasyonu
>2.0 RNA kontaminasyonu

Organik madde (guanidin, fenol,...)
Assonzo <2.0 kontaminasyonu

4.5.2. Agaroz jel elektroforezi

Saflagtirilan niikleik asitler ile restriksiyon endoniikleaz sindirme ve polimeraz
zincirleme tepkimesi {riinlerinin analizi i¢in agaroz jel elektroforezi yonteminden
yararlanilmistir. Jel hazirlama ve yiiriitme tamponu olarak beklenen boyutu 2000 baz
ciftinden biiylik olan plazmidlerin analizi igin tris — asetik asit — EDTA (TAE), 2000
baz ciftinden kiiciik PZT ya da restriksiyon endoniikleaz sindirme iiriinleri i¢in tris —
borik asit — EDTA tamponu 1x calisan konsantrasyonunda kullanilmistir(Cizelge

4.13).
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Cizelge 4.13.Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon stok ¢ozeltileri

Tampon Hazirlanan Malzemeler |1 It i¢in
Stok

Tris Baz 54 g

TBE 5X Borik Asit  27.5g

EDTA (0.5 20 ml
M) (pH 8.0)

Tris Baz 242 g

Glasiyel 54.1 ml
Asetik Asit

TAE S0X EDTA  (0.5100 ml

M) (pH 8.0)

Uygun tampon ¢dzeltisi i¢inde 1s1 ile eritilen agaroz, tabak ve taraklardan olusan kalip
diizenegine dokiilerek dondurulmustur. Polimerize olan jel, uygun tampo ile
doldurulmus yatay elektroforez tankia aktarilmistir. Incelencek DNA 6rnekleri %50
gliserol ve isaretleme boyasi1 olarak bromfenol mavisi igeren yiikleme tamponu ile
karistirlarak agaroz jel kuyucuklarma yiiklenmistir. Ornekler ile birlikte 100 — 400 bg
araliginda 100 bg'lik merdiven belirteg de jellere yiiklenmistir. Yiikleme isleminin
ardinan 8 V/cm siddetinde elektrik alaninda elektroforez islemi gerceklestirilmistir
(55). Ardindan, jel elektroforez tankindan alinarak, uygun tampon ¢ozeltisi i¢inde 0.5
ng/ml konsantrasyonda etidyum bromiir iceren boyama ¢ozeltisinde 20 dakika
boyunca boyanmistir. Boyama sonrasinda dalgaboyu 302 nm merkezli mor otesi 151k
ile eksite edilen jeller, dalgaboyu 535 nm merkezli emisyon filtresi ile

goriintiillenmistir (48).
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4.5.3. DNA Poliakrilamid jel elektroforezi

Bu tez calismasindaki tasarimda, insiilin geni A ve B segmentlerinin ¢ogaltilmasi ile,
agaroz jel elektroforezi ile birbirinden ayrilmasi gii¢ 84 ve 111 b¢ uzunlugunda
tirtinler elde edilmistir. Bunlarin analizi icin DNA poliakrilamid jel elektroforezi
yapilmistir. Dikey elektroforez tanki kullamilarak %15 yogunlugunda hazirlanan jel
(Cizelge 4.14) polimerize olduktan sonra, agaroz jelde oldugu gibi gliserollii yiikleme
tamponu ile DNA oOrnegi yiiklenmis, 8 V/cm elektrik alani siddeti ile yiiriitme
gerceklestirilmistir (48). Yiikleme tamponu boyasi jelin son 1/3'line geldiginde
yiiriitme sonlandirilarak jel 0.5 pg/ml konsantrasyonda etidyum bromiir iceren TBE
icinde 20 dakika boyunca boyanmistir. Boyanan jeller dalgaboyu 302 nm merkezli
ultraviyole 15181 ile eksite edilmis, dalgaboyu 535 nm merkezli emisyon filtresi

kullanilara goriintiilenmistir.

Cizelge 4.14.DNA Yurutme jeli

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
TBE 5X 1X

Akrilamid stogu %15

APS %0.05

TEMED %0.05

H20
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4.6. 1Insiilin geni A ve B zinciri bolgelerinin polimeraz zincirleme tepkimesi ile

cogaltilmasi

Bu c¢aligmada, insiilin geni A ve B zinciri bdlgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in polimeraz
zincirleme tepkimesinden yararlanilmistir. Bu ¢ogaltma iirlinlerinin elde edilmesi i¢in
siras1 ile 1AF — i1AR ve iBF — iBR oligoniikleotid primerleri (Cizelge 4.1)
kullanilmistir. Her bir tepkime 50 pl hacminde, 10 mM Tris kloriir pH 8.3 (25°C), 50
mM potasyum kloriir, 3 mM magnezyum klortir, her bir deoksiniikleotid trifosfattan
0.1 mM (toplamda 4 mM dNTP), ileri ve geri primerlerin her birinden 0.4 uM, 1 U
Stream DNA polimeraz ve 100 ng kalip DNA eklenerek ger¢eklestirilmistir (Cizelge
4.15). Tepkime baslangicindaki 2 dakika boyunca 94 °C sicaklikta denatiirasyonun
ardindan 35 siklus boyunca 94 °C sicaklikta 90 saniye denatiirasyon, 59 °C sicaklikta
5 saniye birlesme ve 72 °C sicaklikta 60 saniye uzama gergeklestirilmistir. Cogaltma
sikluslarinin ardindan tiipler son uzama i¢in 72 °C sicaklikta 5 dakika inkiibe

edilmistir(Cizelge 4.16) (56).

Cizelge 4.15. Saflastirimis IM-9 DNA'sindan iAF — iAR ve iBF — iBR
oligonukleotid primer ciftleri ile insilin geni A ve B zinciri bolgelerinin
cogaltilmasi icin PZT karisimi.

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tris kloriir pH 8.3 (25 °C) 10 mM

Potasyum kloriir 50 mM

Magnezyum kloriir 3mM

dNTP (dA+dT+dG+dC) 4 mM

ileri primer (iAF ya da iBF) 0.4 uM

geri primer (1AR ya da iBR) 0.4 uM

Stream Taq DNA polimeraz 1U

Kalip DNA (IM-9 DNA's1) 100 ng
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Gizelge 4.16. insllin geni A ve B zinciri bélgelerinin PZT ile gogaltilmasi igin
sicaklik dongu programi

Basamak Sicaklik (°C) Zaman (s) Dongii sayisi
[k denatiirasyon |94 120 1x
Denatiirasyon 94 90

Baglanma 59 5 35x
Uzama 72 60

Son uzama 72 300 Ix

Polimeraz zincirleme tepkimesi ile elde edilen iirlinlerin analizi, agaroz jel ve DNA
poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak gergeklestirilmistir. Uygun boyutta bant
alindig1 gozlenen PZT firiinleri silika matriks ile saflastirilarak molekiiler klonlama

basamagi i¢in hazirlanmistir.

4.6.1. Insiilin A ve B PZT iiriinleri ile pET28a plazmid vektoriiniin restriksyon

endoniikleazlar ile sindirilmesi

Silika matriks ile saflagtirllmis PZT fdirlinleri ile alkalen lizis protokolii ardindan
polietilen glikol ve etanol presipitasyonu ile saflagtirilimis plazmid, miktar ve kalite

tayinlerinin yapilmasinin ardindan Ndel ve Xhol enzimleri kullanilarak sindirilmistir.

Her bir tepkime tiiptinde, 50 ul hacimde 50 mM potasyum asetat, 20 mM tris asetat
pH 7.9 (25 °C), 10 mM magnezyum asetat, 1 mM ditiyotreitol, 1 — 10 pg PZT {iriinii
ya da plazmid DNA's1, 100 pg/ml sigir serum albumini, 10 U Ndel ve 10 U Xhol
enzimleri olacak sekilde hazirlanmistir(Cizelge 4.17) (47). Bir saat siire ile 37 °C
sicaklikta kesim gergeklestirilmis, ardindan PZT kesim {irtinleri silika matriks ile,
linearize plazmid ise polietilen glikol etanol presipitasyonu ile saflastirilarak aktif

enzim ve yapiskan uglu kisa tiriinlerin uzaklastirilmasi saglanmaistir.
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Cizelge 4.17. Insiilin A ve B PZT iiriinleri ile pET28a plamid vektdriiniin Ndel ve

Xhol restriksiyon endoniikleazlari ile sindirilmesi.

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Insiilin A ya da B PZT iiriinii ya da 1-10pg

pET28 plazmid vektér DNA's1

Potasyum asetat 50 mM

Tris asetat pH 7.9 (25 °C) 20 mM

Magnezyum asetat 10 mM

Ditiyotreitol 1 mM

Deasetile sigir serum albumini 100 pg/ml

Nhel 10U

Xhol 10U

4.6.2. Xhol — Ndel cift enzim kesimi yapilmis insiilin geni A ve B zinciri
DNA'larinin pET28a plazmid vektoriine ligasyonu ile pInsA ve pInsB

ekspresyon vektorlerinin olusturulmasi.

Insiilin geni A ve B zinciri DNA'larmin pET28a ekspresyon vektériine dogru yonde
yerlestirilebilmesi i¢in hem “insert” DNA'lar1, hem de plazmid DNA's1 Ndel — Xhol
restriksiyon endoniiklezlari ile kesimistir. Ligasyon dncesi yapiskan uglu ¢ift zincirli
kiigiik DNA parcalarinin uzaklastirilmasinin ardindan “insert ve vektor DNA'lari

spektrofotometrik yontemle kantite edilmistir.

Vektor:”insert” oran 1:8 olarak belirlenmis ligasyon tepkimesi i¢in 20 ul hacme 50
mM tris kloriir pH 7.5 (25 °C), 10 mM magnezyum kloriir, 1 mM ATP, 10 mM
ditiyotreitol, 50 fmol vektor, 200 fmol “insert” DNA's1, 5 Weiss tinitesi T4 DNA ligaz
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enzimi eklenmistir(Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. insiilin geni A ve B zinciri DNA'larinin pET28a ekspresyon
vektorune klonlanmasi icin ligasyon ¢ozeltisi.

Malzeme Calisan konsantrayon
Tris kloriir pH 7.5 (25°C) 50 mM

Magnezyum klortir 10 mM

ATP 1 mM

Ditiyotreitol 10 mM

Vektor DNA's1t (Ndel — Xhol ¢ift kesim
yapilmig pET28a)

50 fmol

“Insert” DNA's1 (Ndel — Xhol ¢ift kesim
yapilmig insiilin A ya da B zinciri
DNA's1)

200 fmol

T4 DNA ligaz

5 Weiss unitesi

Insiilin A ve B zinciri ekspresyon plazmidleri pInsA ve plInsB icin ayri tiiplerde

hazirlanan ligasyon karisimi 22 °C sicaklikta 1 saat inkiibe edilmistir (47) .

4.6.3. Escherichia coli K12 JM109 hiicrelerinin insiilin A ve B zinciri ekspresyon

vektorleri pInsA ve pInsB ile transformasyonu

Insiilin A ve B zincirlerini bakteriyel

ekspresyon vektorleri pInsA ve plnsB ligasyon iirlinleri fizikokimyasal yontem ile
kompetan hale getirilmis Escherichia coli K12 JM109 hiicrelerine aktarilmistir. Bu
amacla, LB buyyonda 37 °C sicaklikta 200 RPM hiz ile ¢alkalanarak iiretilen baslatici
E. coli K12 JM109 Kkiiltirii 1/200 oraninda diliie edilmistir. Diliie kiiltiir 33 °C
sicaklikta 200 RPM hiz1 ile calkalanarak logaritmik faza c¢ikarilmig, 600 nm

sistemde Uretmek amaci ile hazirlanan

42




dalgaboyunda 0.4 — 0.6 absorbans iinitesi optik yogunluga ulastirilmistir. Bu noktada
kiiltiir +4°C sicaklikta 600 x g ivme ile santrifiij edilerek pellet haline getirilmis,
olusan pellet, uygun mikarda transformasyon ¢ozeltisi (Cizelge 4.19) ile nazikge
siispanse edilmistir. Transformasyon ¢ozeltisi igindeki hiicre siispansiyonu 45 dakika
buz iizerinde inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda, her 100 pl kompetan hiicre
stispansiyonuna 1 — 5 pl su i¢ginde plazmid DNA's1 ¢ozeltisi eklenmistir. Buz tizerinde
bir saat plazmid DNA's1 ile inkiibe edilen hiicrelere, bu siire sonunda, 90 saniye
boyunca 42 °C sicaklikta 1s1 soku uygulanmistir. Birka¢ dakika buz {iizerinde
sogutulan hiicre siispansiyonu lizerine 900 pl oda sicakligina isitilmis SOC buyyon
eklenmistir. Basarili gen aktarimi gergeklesen transformantlarin, aminoglikozid 3'-
fosfotransferaz (aphA) eksprese etmelerine ve transformasyonun stabil hale gelmesine
izin vermek i¢in SOC buyyon eklenmis hiicre kompetan hiicre siispansiyonu 37°C
sicaklikta 200 RPM hizda calkalanarak 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda transformasyon Kkiiltiirii pelletleri 200 pl hacimde SOB-kanamisin
plaklarina yayilmistir. Bir gece boyunca 37 °C sicaklikta inkiibe edilen plaklar,

transformant koloniler yoniinden kontrol edilmistir (47,57,58) .

Cizelge 4.19. Escherichia coli hucrelerini kompetan hale getirmek igin
kullanilan transformasyon ¢ozeltisi bilesimi.

Malzemeler Calisan konsantrasyon
Polietilen glikol 6000 %10 (agirlik/hacim)
Dimetilsiilfoksit %S5 (hacim/hacim)
Magnezyum kloriir 5 mM

Magnezyum siilfat 5 mM

Luria — Bertani buyyon
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4.6.4. Transformant kolonilerin polimeraz zincirleme tepkimesi ile taranmasi

Elde edilen transformantlardan insiilin geni A ve B zinciri DNA'lar1 klonlanmis
plazmidleri alan kolonilerin saptanmasi i¢in T7-5' — T7-3" primer c¢ifti (Cizelge 4.20)
ile koloni tarama PZT gergeklestirilmistir. Her bir tepkime 20 pl hacminde, 10 mM
Tris kloriir pH 8.3 (25°C), 50 mM potasyum kloriir, 3 mM magnezyum klortir, her bir
deoksiniikleotid trifosfattan 0.1 mM (toplamda 4 mM dNTP), ileri (T7-5") ve geri (T7-
3") primerlerin her birinden 0.4 uM, 1 U Taq DNA polimeraz ve 5 pl deiyonize su
icinde koloni (bakteri) siispansiyonu olacak sekilde ayarlanmistir(Cizelge 4.21).
Sicaklik dongiileri Cizelge 4.22 'de gosterildigi gibi gerceklestirilmistir (56) .

Cizelge 4.20. Eskpresyon vektorli pET28a'nin ¢oklu klonlama bélgesi
¢ogaltma ve sekanslama primerleri.

Primerin adi1  Dizisi Baglanma sicakligi (°C)
T7-5' 5'-AATTAATACGACTCACTATAGGG-3' |54
T7-3' 5'-ATGCTAGTTATTGCTCAGCGG-3' 54

Cizelge 4.21. Transformantlarin “insert” alma durumunun saptanmasi igin T7-
5'— T7-3' tarama polimeraz zincirleme tepkimesi

Malzeme Calisan Konsantrasyon
Tris kloriir pH 8.3 (25 °C) 10 mM

Potasyum kloriir 50 mM

Magnezyum kloriir 3 mM

dNTP (dA+dT+dG+dC) 4 mM

ileri primer (T7-5") 0.4 uM

geri primer (T7-3") 0.4 uM
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Taq DNA polimeraz

05U

Kalip DNA (transformasyon plaklarindan

koloni siispansiyonlar1)

5 ul deiyonize su iginde

Cizelge 4.22. T7-5' — T7-3' polimeraz zincirleme tepkimesi i¢in sicaklik

dongusu.

Basamak Sicaklik (°C) Zaman (s) Dongti sayist
[lk  denatiirasyon |94 120 1 x
/ekstraksiyon

Denatiirasyon 94 15

Baglanma 54 60 35x
Uzama 72 60

Son uzama 72 300 I x

Insiilin geni A ve B zinciri DNA'larim “insert” olarak alan pInsA ve plnsB igin
beklenen T7 PZT iirlin boyutlar1 sirasi ile 315 ve 342 bg olarak hesaplanmistir. S6z
konusu boyutlar, ayn1 primerler kullanilarak “insert” almamis pET28a ile elde edilen
322 bg iiriin boyutu ile ¢ok yakin oldugundan jel elektroforez yontemi ile yeterli
ayrim saglanamamasi s0z konusudur. “Insert” almis ve almamis plazmid ile
transforme kolonilerin ayrimini yapabilmek amaci ile T7 PZT iiriinleri EcoRI
restriksiyon endoniikleaz ile sindirilmistir. Yaptigimiz tasarima gore, basarili bir
klonlama islemi pET28a plazmid vektoriiniin Ndel ile Xhol enzim kesim motifleri
arasinda kalan bolgenin, dolayist ile EcoRI enzim kesim motifinin de kaybedilmesine
yol agmaktadir. Buna gore, T7 PZT sonranst EcoRI enzimi ile gergeklestirilen

restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi deneyi sonucunda;

* plnsA i¢in 315 b¢ uzunlugunda tek bant,
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* plnsBigin 342 b¢ uzunlugunda tek bant,

*  “insert” almamis pET28a i¢in 129 ve 197 b¢ uzunlugunda iki bant

elde edilmistir.

Sozi edilen restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizmi analizi, 20 pl hacmindeki
T7 PZT tiiplerinin herbirine 2.5 ul EcoRI tamponu, 2.5 U (0.25 ul) EcoRI restriksiyon
endoniikleaz enzimi eklenip 25 pl son hacme su ile tamamlanmasi ile
gerceklestirilmistir.  Bir gece 37 °C sicaklikta inkiibe edilen dirlinler %2
(agirlik/hacim) yogunlugundaki agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir (59)

4.7. [Insiilin ekspresyon vektorleri pInsA ve pInsB'nin DNA dizi analizi

Insiilin geni A ve B zinciri segmentlerinin basari ile klonlandig1 transformantlarn T7
PZT ve EcoRI restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi analizi ile secilmesinin
ardindan, protein ekspresyon c¢alismalarinda kullanilacak plazmidlerin dizisi DNA
dizi analizi yapilarak dogrulanmistir. Bu amagla, T7 PZT ¢ogaltma {iriinleri silika
matriks ve guanidin kullanilarak saflastirlimistir. Boylece PZT sirasinda harcanmamis
olan deoksiniikleotidler ve oligoniikleotid primerler uzaklastirilmig, iiriin dongiisel
sekanslama tepkimesi i¢in hazir hale getirilmistir. Kantitasyonu spektrofotometrik
yontem ile yapilan saflastirilmis ¢ogaltma iiriinleri kalip, T7-5' primeri ise sekanslama
primeri olarak kullamilmistir. Florofor isaretli dideoksiterminatérlerin kullanildig:
Sanger sekanslama tepkimesi ¢ozeltisi Cizelge 4.23'de verildigi gibi hazirlanmas,

tepkime Cizelge 4.24'de belirtilen sicaklik dongii programi ile gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.23. Sanger sekanslama tepkimesi ¢ozeltisi

Malzeme Calisan Konsantrasyon /
Miktarlar

DTCS Quick Start Mix | 1x

(2.5x)

DNA* 30fmol

T7-5' primeri* 1600fmol

H,O 20 pl hacme

tamamlayacak kadar

*Kalip DNA : Primer < 1:40

Cizelge 4.24. Ekspresyon vektorleri pInsA ve pInsB'nin “insert” DNA dizi
analizi igin dongu sekanslama sicaklik protokolu

Basamak Sicaklik (°C) Siire (s) Tekrar sayisi
Denatiirasyon 96 5

Baglanma 50 10 50 x
Uzama 60 600

Sanger sekanslama tepkimesi {riinleri sodyum asetat — etanol yontemi ile presipite
edilerek dideoksintikleotidler

uzaklagtinnlmigtir. Bu amagla, 20 pl hacmindeki Sanger tepkimesi iriind, 65 pul

irlin  yapisina  girmemis  florofor isaretli
sodyum asetat etanol ¢ozeltisi ile karistirilarak 17000 x g ivmesi ile +4 °C sicaklikta
45 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantin uzaklastirilmasinin ardindan presipitat iki
kez %70'lik (hacim/hacim) soguk etanol ile yikanmistir(Cizelge 4.25). Etanoliin
evaporasyon ile uzaklastirtlmasinin ardindan tek iplik¢ikli Sanger sekans tepkimesi
iirlinleri deiyonize formamid ile ¢oziilmiistlir. Denatiire edilen 6rneklerin kapiller jel

elektroforezi ile elde edilmis kromatogramlar1 analiz edilmistir (60).
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Cizelge 4.25. Sanger sekanslama tepkimesi iirlinlerinin presipitasyonu i¢in sodyum

asetat — etanol ¢ozeltisinin bilesimi.

Malzeme Calisan konsatrasyon

Sodyum asetat pH 5.2 70,60mM

Glikojen 0,24 mg/ml

Na,- EDTA 2,35mM

%70 Etanol (-20°C) %67,10

H,O 65 ul'ye tamamlayacak miktarda

4.8. Insiilin ekspresyon vektorleri pInsA ve pInsB'nin ekspreyon konagi

Escherichia coli BL21 fabrika hiicrelerine aktarilmasi

Insiilin ekspresyon vektorleri pInsA ve plnsB'nin, belirlenen gen segmentlerini
tasarlanan sekilde hatasiz ve uygun yerlesimde “insert” olarak aldiginin sekans analizi
ile gosterilmesinin ardindan, s6z konusu plazmidlerin, E. coli K12 JM109
hiicrelerinden izole edilerek, ekspresyon konagi E. coli BL21 (DE3) fabrika hiicrelere
aktarimi gerceklestirilmistir. Bu amagla, E. coli K12 JM109/pInsA ve E. coli K12
IM109/pInsB kiiltiirlerinden “midi-prep” alkalen lizis yontemi ile plazmid izolasyonu
yapilmustir. Sonrasinda, saflastirilmis olan plazmidler, transformasyon ¢ozeltisi ile
kompetan hale getirilen E. coli BL21(DE3) hiicrelerine aktarilmistir. Her bir plazmid
icin elde edilen E. coli BL21 transformantlarindan dort tanesi ekspresyon caligmalari
icin se¢ilmis, geri kalani ise stoklanmistir. Bu fabrika hiicre kiiltiirlerinden insiilin A
ve B zincirlerini en iyi eksprese edenlerin secilmesi i¢in ekspresyon on c¢aligmalari
gergeklestirilmis, tirtinler SDS-PAGE ve Western Blot yontemleri ile analiz edilerek
her bir insiilin zincirini en iyi eksprese eden suslar hiicre bankasi adaylar1 olarak

secilmistir (58).

48



4.9. Escherichia coli BL21 fabrika hiicrelerde insiilin A ve B zincirleri

ekspresyon deneyleri

Insiilin A ve B zinciri ekspresyon vektdrlerini tasiyan dort adet E. coli
BL21/pInsA(DE3) kolonisi ve dort adet E. coli BL21(DE3)/pInsB kolonisi segilerek
protein ekspresyon On caligmasi gergeklestirilmistir. Bu amacla, SOB-kanamisin
plaklarinda iiretilen suslardan birer koloni, 10 ml hacmideki SOC-kanamisin buyyona
aktarilmis, kiiltiirlerin 37°C sicaklikta 200 RPM hizda ¢alkalanarak 600 nm
dalgaboyunda 0.4 absorbans {initesi bulanikliga kadar tiremesi saglanmistir. Yeterli
bulanikliga ulasan kiiltiirler oda sicakliginda 2500 x g ivme ile santrifiijlenerek pellet
haline getirilmistir. Bakteri pelletleri, %1 tripton ile zenginlestirilmis, 100 mM
sodyum fosfat tamponu pH7.5 ile tamponlanmig LB — kanamisin buyyondan olusan
protein ekspresyonu indiiksiyon besiyeri (Cizelge 4.26) i¢inde tekrar siispanse
edilmigtir. Ortama 0.2 mM IPTG eklenerek E. coli BL21(DE3) hiicrelerindeki lacUV5
promotoru kontrolii altindaki T7 RNA polimeraz geninin aktive olmasi saglanmis,
tasarimimizda T7 promotoru arkasina yerlestirdigimiz insiili A ve B zincirleri i¢in
yiiksek transkripsiyon diizeyleri elde edilmistir. Bir gece boyunca 24 °C sicaklikta,
200 RPM hizda calkalanarak gerceklestirilen rekombinant protein ekspresyon
indiiksiyonu, inkiibasyon siiresinin sonunda, hiicrelerin santrifiijlenerek pellet haline

getirilmesi ile sonlandirilmistir (61,62)

Cizelge 4.26. Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB kulturlerinde
protein ekspresyonu igin induksiyon besiyeri bilesimi.

Malzemeler Calisan konsantrasyon
Tripton %1

Sodyum fosfat tamponu pH 7.5 100 mM

Kanamisin 50 pg/ml

Izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosid (IPTG) 0.2 mM
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Luria — Bertani buyyonu Hacmi tamamlayacak kadar

4.10. Indiiklenmis E. coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB bakteri hiicresi

pelletlerinden protein izolasyonu

Protein izolasyonu i¢in, parcalanacak her 10 ml s1v1 kiiltiir i¢in 1.5 ml bakteri hiicre
pelleti lizis ¢ozeltisi (Cizelge 4.27)kullanilmistir. Islem sirasinda agia cikan niikleik
asitlerden kaynaklanan viskoziteyi azaltmak amac ile lizat, 5 dakika boyunca buz
iizerinde sonike edilmistir. Sonikasyon islemi, her 3 saniyede 2 saniye boyunca 5 watt

gli¢ uygulanarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.27. Bakteri hticre pelleti lizis ¢ozeltisi bilesimi.

Malzemeler Calisan konsantrsyon
Tris kloriir pH 8.0 50 mM

Sodyum kloriir 400 mM

Gliserol %10

Tween — 20 %0.5

Triton X — 100 %0.5

Sodyum dodesil siilfat (SDS) %1

Deiyonize su

Hacmi tamamlayacak kadar

Lizat 10000 x g ivmesi ile +4 °C sicaklikta santrifiij edilmistir. Proteinden zengin iist
faz temiz bir tiipe aktarilarak ileri islemler i¢in saklanmistir. Pellet ise, tekrar bakteri

hiicre pelleti lizis tamponu ile siispanse edilmis, ekstraksiyon islemi tekrarlanmistir
(63,64).
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4.11. Bakteri hiicresi lizatlarindan immobilize metal selasyon afinite

kromatografisi ile 6 x histidin etiketli proteinlerin saflastirilmasi

Indiiklenmis Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB Kkiiltiirlerinden protein
izolasyonu yapilmasinin ardindan ekspresyon vektdrlerinin tasarimi uyarinca insiilin
A ve B peptidleri immobilize metal selasyon afinite kromatografisi kullanilarak
saflagtirllmistir. Kromatografi basamagindan once 0.1 M potasyum kloriir eklenen
proteinden zengin list faz, 10000 x g ivme ile +4°C sicaklikta santrifiij edilmis, lizis
cozeltisinden gelen SDS, kromatografi basamagini olumsuz etkilememesi igin

uzaklastirilmistir.

Kromatografi basamagi icin nitrilotriasetik asit ile dekore edilmis, ortalama 30 um
capinda sefaroz boncuk dolgu materyalinden sabit faza sahip 1.5 ml yatak hacimli
kolon kullanilmistir. Kolon dolgu materyalinin nitrilotriasetik asit fonksiyonel

gruplari, 0.1 M kobalt siilfat mobil fazi ile yikanarak kobalt iyonlar1 ile yiiklenmistir.

Kolondan baglanmayan kobalti uzaklagtirmak ve mobil faz dengesini kurmak i¢in
once 5 kolon hacmi kadar eliisyon tamponu (Cizelge 4.29) gegirilmis, ardindan yine 5
kolon hacmi kadar baglanma tamponu (Cizelge 4.28) gegirilerek protein ¢ozeltisi

enjekte edilmeye hazir hale getirilmistir.

Kolona enjekte edilecek protein c¢ozeltisinden potasyum kloriir ile SDS'in
uzaklagtirilmasmin ardindan, kormatografi baglanma tamponu ile 2 kat diliie
edilmistir. Kolona bir seferde 25 ml hacimde SDS'i uzaklastirilmis diliie edilmis hiicre
pelleti ekstrakti 1 ml/dakika hizda izokraktik akim ile enjekte edilmistir (65).
Enjeksiyonun ardindan, kolon 5 hacim baglanma tamponu ile yikanmistir. Eliisyon, 8
kolon hacmi boyunca 1 ml/dakika akim hizinda baglanma ve eliisyon tamponlari
arasinda dogrusal gradiyent yapilarak gerceklestirilmistir. Eliiat, her biri 4 ml
hacmindeki fraksiyonlar halinde toplanmis, kolon ¢ikisinda mobil fazin iletkenligi ve
230 nm dalgaboyundaki absorbansi spektrofotometrik olarak kaydedilmistir. Eliisyon

isleminin tamamlanmasmin ardindan kolon, bir sonraki enjeksiyona hazir hale
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gelmesi i¢in 5 kolon hacmi baglanma tamponu gegirilmistir (66).

Cizelge 4.28. immobilize metal selasyon afinite kromatografisi baglanma
tamponu bilegimi.

Malzeme Calisan konsantrsyon
Tris klortir pH 8.0 50 mM

Sodyum kloriir 400 mM

Gliserol %10

Deiyonize su

Cizelge 4.29. immobilize metal selasyon afinite kromatografisi eliisyon
tamponu bilegimi.

Malzeme Calisan konsantrsyon
Tris kloriir pH 8.0 50 mM

Sodyum kloriir 400 mM

Gliserol %10

Imidazol 300 mM

Deiyonize su

Her dort enjeksiyonda bir kolonun baglanma kapasitesi 5 kolon hacmi 100 mM kobalt
stilfat ile rejenere edilmistir. Gerekli durumlarda, her bir basamaktan sonra 5 kolon
hacmi kadar deiyonize su ile yikanmak sarti ile, 5 kolon hacmi 6 M guanidin
hidrokloriir ile agrege olmus proteinlerin ¢oziiniir hale getirilmesi, 100 mM EDTA ile
metal iyonlarimin sokiilmesi, 2-propanol ile protein agregatlari ve c¢okelme
egilmindeki tuzlarin uzaklastirilmasi ile sanitize edilmistir. Sanitizasyon sonrasi kolon

tekrar kobalt iyonlart ile yiiklenmistir.
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4.12. Bakteri hiicre pelletlerinden izole edilmis proteinlerin, denatiire edici

gradiyent poliakrilamid jel elektroforezi ile analizi

Indiiklenmis Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB kiiltiir pelletlerinden izole
edilmis proteinlerin analizi i¢in %5 — 20 gradiyent SDS-PAGE yontemi kullanilmustir.
Bu amagla, %20 (yiiksek) (Cizelge 4.30) ve %5 (disiik) (Cizelge 4.31) yogunluktaki
jel c¢ozeltileri hazirlanmisti. Her iki c¢ozeltiye APS ve TEMED ekelenerek
polimerizasyonun baslatilmasimin ardindan, 10 ml hacmindeki bir serolojik pipete
sirast ile, once %5 (disik) yogunluktaki jel ¢ozeltisi, ardindan %20 (yliksek)
yogunluktaki jel ¢ozeltisi ¢cekilmistir. Son olarak, 0.5 ml hacminde bir hava baloncugu
olusturularak, serolojik pipete ¢ekili durumdaki diisiik ve yiiksek yogunluktaki jel
siitunlarinin gradiyent olusturacak sekilde karigmasi saglanmistir. Karisim, 1 mm
kalinligindaki aralayicilarin kullanildigi 6n ve arka cam sandvigi icine dokiilmiis,

iizeri su ile doyurulmus n-butanol ile kapatilmistir (66).

Cizelge 4.30. YUkek yodunluklu sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel
¢ozeltisi bilegimi

Malzeme Calisan konsantrasyon
Tris klortir pH 8.8 375 mM
Akrilamid:bisakrilamid (%39:1 %20

agirlik/hacim stok)

SDS %0.1

Gliserol %10

APS %0.05

TEMED %0.05

Deiyonize su
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Cizelge 4.31. Dusuk yogunluklu sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel

¢Ozeltisi bilegimi

Malzeme Calisan konsantrasyon
Tris kloriir pH 8.8 375 mM
Akrilamid:bisakrilamid (%39:1 %5

agirlik/hacim stok)

SDS %0.1

Gliserol %10

APS %0.05

TEMED %0.05

Deiyonize su

Gradiyent jelin polimerize olmasinin ardindan, n-butanol uzaklastirilmis, yerine %5

yogunlugunda hazirlanmis yigilma jeli (Cizelge 4.32) dokiilerek tarak pargasi

yerlestirilmistir.

Cizelge 4.32. Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid yigiima jeli gozeltisi

bilesimi.

Malzeme Calisan konsantrasyon
Tris kloriir pH 6.8 300 mM
Akrilamid:bisakrilamid (%29:%1 %S5

agirlik/hacim stok)

SDS %0.1

Gliserol %10

APS %0.05

TEMED %0.05
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Deiyonize su

Analiz edilecek protein drnekleri, ylikleme tamponu (Cizelge 4.33) ile 2:1 oraninda

karigtirllarak 80 °C sicaklikta 5 dakika inkiibe edilmistir. Denatiire edilmis

orneklerden jelin her bir kuyucuguna 20 pl yiiklenmistir.

Cizelge 4.33. Denattire edici poliakrilamid jel elektroforezi icin 6rnek yukleme

tamponu

Malzeme Calisan konsantrasyon
Tris kloriir pH 6.8 300 mM

Gliserol %30

Sodyum dodesil siilfat %S5

2-Merkaptoetanol %0.5

Bromtimol mavisi %0.02

Deiyonize su

Jeller, monofazik tampon sistemi (Cizelge 4.34) ile, 8V/cm sabit voltaj ile 80 dakika
boyunca bromtimol mavisi boya onciilii jelin alt kenarina ulasana dek elektroforez
edilmistir. Siirenin sonunda jel sandvici acilarak hizli fiksasyon ¢ozeltisi (Cizelge
4.35) ile 40 dakika boyunca 120 RPM hizi ile calkalanarak fikse edilmis, ardindan iki

saat boyunca calkalayici ilizerinde Coomassie mavisi ile boyama (Cizelge 4.36)

yapilmistir.
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Cizelge 4.34. Denature edici gradiyent poliakrilamid jel elektroforezi icin

monofazik tampon ¢ozeltisi bilesimi.

Malzemeler Calisan konsantrasyon
Tris baz 125 mM

Glisin 960 mM

SDS %0.5

Deiyonize su

Cizelge 4.35. Protein poliakrilamid jelleri i¢in hizl fiksasyon ¢dzeltisi bilesimi

Malzemeler

Calisan konsantrasyon

Glasiyal asetik asit

%10 (hacim/hacim)

2-propanol

%25 (hacim/hacim)

Deiyonize su

Cizelge 4.36. Protein poliakrilamid jelleri igin Coomassie mavisi boyama

cozeltisi bilesimi.

Malzemeler

Calisan konsantrasyon

Coomassie Brilliant Blue G-250

%0.006 (agirlik/hacim)

Glasiyal asetik asit

%10 (hacim/hacim)

Deiyonize su
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4.13. Bakteri hiicre pelletlerinden izole edilmis ve kromatografik olarak
saflastirilmis proteinlerin, denatiire edici tris — trisin poliakrilamid jel

elektroforezi ile analizi

Tris glisin jelleri, 2.38 kDa'luk insiilin A ve 3.42 kDa'luk insiilin B zinciri
peptidlerinin bagarili bir sekilde ayrilmasini saglamamaktadir. Tez calismasinda, bu
boyuttaki peptidlerin analizi i¢in denatiire edici tris trisin gradiyent jelleri
kullanilmistir. Bu jellerin hazirlanmasi tris glisin gradiyent jellerindekine benzer
diizenek kullanilmis, ancak jel bilesimi, Cizelge 4.37 ve Cizelge 4.38'de tarif edildigi
gibi hazirlanmistir (68).

Cizelge 4.37. Denature edici tris trisin gradiyent jeller igin 3x
konsantrasyonunda jel hazirlama tamponu bilegimi.

Malzemeler Konsantrasyon

Tris baz 3M

Hidroklorik asit 1 M (tampon pH's1 8.45 olacak sekilde)
Sodyum dodesil siilfat %0.3 (agirlik/hacim)

Cizelge 4.38. Denature edici tris trsin gradiyent ayirici jel ¢dzeltisi bilesimi

Malzemeler Konsantrasyon

3x Jel hazirlama tamponu (Cizelge 1x

[TTJelTamp])

Akrilamid:bisakrilamid (%46.5:3) %20 (yliksek yogunluklu jel)
¢Ozeltisi

%S5 (diisiik yogunluklu jel)

Gliserol %10
APS %0.05
TEMED %0.05
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Deiyonize su

Yigilma jeli yerine ise %4 yogunlugunda ve ayirict jel ile ayn1 pH'ya sahip olacak

sekilde ornek yiikleme jeli hazirlanmistir (Cizelge 4.39)

Denatiire edici tris trisin gradiyent jellerinde, tris glisin jellerinde oldugu gibi bir
yigilma jeli bulunmamasi nedeni ile yliksek miktarda protein yiiklenmesi, jelin siki
yapisi nedeni ile proteinlerin birbileri ile etkilesime girerek siiriiklenmesine, bantlarin
birbirinden ayrilamamasina ve siirlintii seklinde yiirlimesine neden olmaktadir. Afinite
kromatografisi ile saflagtirilmis peptidler icin bdyle bir sorun yasanmazken, bakteri
hiicre pelletlerinden saflastirilmis proteinlerin tris trsin jellerinde yiiriitiilebilmesi i¢in
icin yiiksek molekiil agirlikli proteinler polietilen glikol ve sodyum klortir ile presipite
edilerek, diisiik molekiil agirlikli proteinlerin konsantrasyonunun goreceli olarak
artirtlmasi yoluna gidilmistir. Bu amacla, potasyum kloriir ile SDS uzaklastirilmis
olan hiicre pelleti protein ¢ozeltileri %8 polietilen glikol 6000 ve 300 mM sodyum
kloriir eklenerek 10000 x g ivmesi ile +4°C sicaklikta 20 dakika santrifiij edilmistir.

Polietilen glikol — tuz presipitasyonu siipernatantlari, pH 8.45 6rnek yiikleme tamponu
ile kanistiritlip 85 °C sicaklikta 5 dakika inkiibe edilerek jele yliklenmistir.. Denatiire
edici tris trisin gradiyent jelleri, anod ve katod tampon bilesimlerinin sirasi ile Cizelge
4.40 ve Cizelge 4.41'da belirtildigi bifazik bir sistemde yiirlitilmistiir. Yiriitme
islemi, 8 V/cm sabit voltaj ile boya onciisii jel uzunlugunun 2/3'linii katedene kadar
siirdiiriilmiistiir. islem sonunda sandvigin ag1lmasi, jelin fiksasyonu ve boyanmas, tris

glisin jellerinde tarif edildigi gibi gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.39. Denature edici tris trisin gradiyent 6rnek yukleme jel ¢ozeltisi

bilegimi.

Malzemeler Konsantrasyon
3x Jel hazirlama tamponu (Cizelge 0.75x
[TTJelTamp])

Akrilamid:bisakrilamid (%46.5:3) %4

¢Ozeltisi

APS %0.05
TEMED %0.05

Cizelge 4.40. Denature edici tris trisin gradiyent jel elektroforezi igin 10x
konsantrasyonda anod tampon ¢ozeltisi bilegimi.

Malzemeler Calisan konsantrasyon
Tris baz 1M
Hidroklorik asit

225 mM (tampon pH'st 8.9 olacak

sekilde)

Deiyonize su

Cizelge 4.41. Denatlre edici tris trisin gradiyent jel elektroforezi icin 10x
konsantrasyonda katod tampon ¢ozeltisi bilesimi.

Tris baz

IM

Trisin

IM

Deiyonize su

Not: Trisin eklenmesi ile pH 8.9'a geleceginden ayrica ayarlama gerektirmemektedir.
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4.14. Indiiklenmis hiicre pelletlerinde rekombinant insiilin A ve B fiizyon
peptidlerinin western blotlama ve anti-His-tag antikorlar ile isaretleme ile

gosterilmesi

Indiiklenmis Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB kiiltiir pelletlerinden izole
edilen proteinler, gradiyent poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrigtirilmis, 1slak
transfer ile 0.22 pm por capli poliviniliden florid membrana aktarilmigtir. Bu amagla,
anoddan katoda dogru fiber kece, iki tabaka kalin filtre kagidi, poliakrilamid jel,
poliviniliden florid membran, iki tabaka kalin filtre kagidi ve fiber kece
tabakalarindan olusan western blot sandvi¢i hazirlanmistir. Transfer islak transfer
tamponu(Cizelge 4.42) icinde 25 V sabit voltaj ile 80 dakika boyunca elektroforetik
olarak gerceklestirilmistir (69).

Cizelge 4.42. Islak transfer igin 1x western blot tampon ¢ozeltisi bilesimi.

Malzeme Konsantrasyon

Tris baz 3.03 g/l

Glisin 14.4 g/l

Metanol %20 (hacim/hacim)
Deiyonize su

Transferin tamamlanmasinin ardindan PVDF membran, %5 sigir serum albuminli
bloklama ¢ozeltisi (Cizelge 4.44) ile bir saat boyunca c¢alkalanarak bloklanmistir.
Siirenin sonunda bloklama tamponu uzaklastirilmistir. Anti-His-tag antikoru stogu

bloklama tamponu icinde 1:2000 oraninda diliie edilerek membran {izerine
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eklenmistir. Oda sicakliginda iki saat boyunca calkalanarak inkiibasyonun ardindan
membran, TBST(Cizelge 4.43) ile iic kez beser dakika yikanmistir. Baglanmayan
antikorlarin uzaklastirilmasinin ardindan membran, bloklama tamponu i¢inde 1:1000

diliie edilmis HRP konjuge sekonder antikorlar eklenmis, bir saat ¢alkalanarak inkiibe

edilmistir.

Cizelge 4.43. Tris ile tamponlanmig salin — Tween-20 (TBST) ¢ozeltisi
bilesimi.

Malzemeler Konsantrasyon
Tris baz 2.423 g/l
Sodyum klortir 8.006 g/
Tween — 20 %0.1
Deiyonize su

Cizelge 4.44. Western blot membran bloklama ¢ozeltisi bilesimi.

Malzeme Konsantrasyon
S1g1r serum albumini 5¢/1
TBST hacmi tamamlayacak kadar

Membranin goriintiilenmesi i¢in, Tris pH 8.5 ile tamponlanmis luminol ve p-kumarik
asit ¢Ozeltisine hidrojen peroksit eklenmistir. Hazirlanan ¢6zelti membranin antikor
isaretli yiizeyine eklenir eklenmez, her biri karanlikta 30 saniye pozlama siiresi ile

almmig bes goriintiiniin  akiimiilasyonu ile western blot goriintiilemesi

gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.45.
protokolU

Cizelge 4.46.
protokolUu

Rekomboninat kimerik insulin A zinciri icin  CNBr ile sindirme

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
HCI 0.01 M

CNBr 425M

InsA 0,0850 M

Rekomboninat kimerik insulin B zinciri icin  CNBr ile sindirme
Malzemeler Calisan Konsantrasyon

HCl 0.01 M

CNBr 425M

InsB 0,040 M
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Cizelge 4.47. Saf bakteriyel protein ¢6zme ¢ozeltisi

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris Tampon pH 8.0 0.05M

NaCl 0.25M

Gliserol %10

H,O

4.14.1.1. Protein miktar tayininde kullamilan ¢ozeltiler

Cizelge 4.48. Bradford 1X tampon

Malzemeler Calisan Konsantrasyon

Commassie BB G-250 0.1 g/l

Fosforik Asit %38.5
Etanol %4.75
H,O
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Cizelge 4.49. Standartlar

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Bradford Tampon 1X

Tampon/H,O 0.1 M

BSA X

H,O

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

Cizelge 4.50. DNA izolasyon tamponu

Malzemeler Calisan Konsantrasyon
Tris-Cl 10mM

EDTA 100mM

SDS 0,5%

H20

Proteinaz K 0,1 mg/ml

4.15. Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB fabrika hiicre bankalarinda
rekombinant insan insiilini A ve B peptidi iiretiminin fraksiyonel faktoryel

deneysel tasarim ve yamit yiizeyi modellemesi yontemleri ile optimizasyonu
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Rekombinant insan insiilin A ve B zincirlerini fiizyon peptidler olarak iiretmek iizere
tasarlanmig ve hazirlanmis olan bakteriyel fabrika hiicrelerinin protein {iretim
stirecerlinin optimizasyonu i¢in rekombinant protein iiretimi iizerinde etkisi oldugu
bilinen

* indiiksiyon sirasinda inkiibasyon sicakligi,

* besiyeri pH'st

* indiiksiyon i¢in kullanilan IPTG konsantrasyonu,

* indiiksiyon baglangis biyokiitle yogunlugu

* indiiksiyon siiresi

kiiltiirtin oksijenasyon durumunu belirleyen c¢alkalama hizi

parametrelerinin etkileri arastirilmistir. Bu faktorlerden siire¢ lizerinde etkin olanlarin
belirlenebilmesi amaci ile fraksiyonel faktoryel tasarimlardan, iki diizeyli tarama testi
Plackett — Burman tasarimi uygulanmistir (Cizelge 4.51) Yukarida sayilan faktorlerin
diisiik ve yiiksek diizeylerinin rekombinant protein ekspresyonu iizerindeki etkileri ve
faktorleri birbirleri ile etkilesimleri taranmistir (44,70). Deney matriksinin tasarimi ve
deneyler sonunda elde edilen protein ekspresyon diizeyi yanitlarinin analizi R-cran

FrF2 paketi kullanilarak gergeklestirilmistir (71).

Cizelge 4.51. Rekombinant insan insulin A ve B zinciri flizyon peptidlerinin
uretimi surecinde etkili olan faktorlerin taranmasi amaci ile olusturulmus
Plackett — Burman deney tasarimi matriksi.

Deney |inkiibasyon pH IPTG indiiksiyon |indiiksiyon |Calkalama
No: sicakligi konsantrasyonu baslangi¢  |siiresi (saat) hizi (RPM)
°O) (mM) hiicre
yogunlugu
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(AU)
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 5,5 0,02 0,4 12 100
6 22 5,5 0,02 0,8 12 200
7 37 5,5 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 0,4 24 100
11 37 7,5 0,02 0,8 12 200
12 22 7,5 0,2 0,4 12 200
13 37 5,5 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

Bu tez calismasinda kullanilan hiicre bankalar1 ile rekombinant insan insiilin A ve B
zinciri fiizyon peptidlerinin iiretimi siirecinde etkili oldugu Plackett — Burman tarama
testi ile saptanan faktorlerden en belirgin etkiye sahip ii¢ tanesi secilerek Box —
Behnken tasarimi ile yanit yiizey modellemesi gergeklestirilmistir (44,72,73). Box —
Behnken tasarimina gore, secilen faktorlerden inkiibasyon sicakligi, indiiksiyon siiresi
ve indiiksiyon baglangic yogunlugu faktorlerinin her biri i¢in iki seviyeli

tasarimdakine ek olarak orta seviyeler icin de protein ekspresyon diizeyleri yanit
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olarak Olciilmiistiir. Boylelikle, her bir faktoriin degisen diizeyleri i¢in elde edilen
rekombinant protein ekspresyon diizeyleri ikinci dereceden lineer bir denklem ile
modellenmistir. Secilen ti¢ faktoriin ikili etkilesimleri ile elde edilen rekombinant
protein ekspresyon yanitlart kullanilarak yanit yiizeyleri olusturulmustur. Deney
matriksinin olusturulmasi1 ve yanitlardan lineer modellerin hesaplanarak yanit
ylizeylerinin olusturulmas1 amaci ile R-cran DoE.wrapper ve rsm paketleri

kullanilmigtir (74).

Cizelge 4.52. Rekombinant insan insulin A ve B zinciri fuzyon peptidlerinin
uretiminde etkili oldugu saptanan faktoérlerin yanit yizey modellemesi igin
gerceklestirilen Box — Behnken deney matriksi.

Deney No: |Calkalama hizi Indiiksiyon siiresi (saat) Liiigizgﬁrﬁigﬁ?i%)
1 100 12 3
2 150 18 0,4
3 100 18 3
4 100 12 1,7
5 200 18 3
6 100 24 1,7
7 150 18 1,7
8 200 24 1,7
9 150 24 0,4
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10 150 12 0,4

11 200 18 0,4
12 150 24 3
13 200 12 1,7

Bu tez caligmasinda, Plackett — Burman ve Box — Behnken deney tasarimlarinda yanit
olarak rekombinant protein ekspresyon diizeylerinin total hiicresel proteinlere orani
kullanilmistir. Bu amagla, her bir protein ekspresyon deneyi, ilgili fabrika hiicre i¢in
deney matrikslerinde belirtilen faktor diizeyleri saglanarak tekrarlanmistir. Her deney,
bakteri hiicre pelletlerinden protein izolasyonu yapilmasi ile sonlandirilmistir. Total
hiicresel proteinlerin analizi i¢in izole edilen proteinler, denatiire edici gradiyent tris
glisin poliakrilamid jellerde elektroforez edilerek goriintiilenmistir. Jellerde, “hareket
eden kiire yarigap1r” yontemi ile arka plan normalizasyonunun ardindan, her bir
deneye ait kulvar icin bant profil analizi yapilmis, protein bandi tepelerinin egri
altinda kalan alanlar1 entegre edilerek o Ornek icin toplam protein miktar
hesaplanmistir. Rekombinant insiilin A ve B zinciri fiizyon peptidi diizeylerinin
Olcliimii i¢in polietilen glikol — sodyum kloriir ile fraksiyonel presipitasyonu ile
yiiksek molekiil agirlikli hiicresel proteinlerin uzaklastirilmasinin  ardindan
stipenatantlar, denatiire edici gradiyent tris trisin poliakrilamid jellerde elektroforez
edilmigtir. Goriintiilenen jellerde arka plan normalizasyonunun ardindan rekombinant
insiilin fiizyon peptidine ait bant profilinde egri altinda kalan alan entegre edilerek
hesaplanmistir. Her bir deney icin yanit, rekombinant protein ekspresyon bandi ile
total hiicresel protein bantlarinin profil analizinden elde edilen degerlerin oranlanmasi
ile hesaplanmistir. Tiim bant profilleme igslemleri Imagel ve Gel Analyzer yazilimlari

kullanilarak gergeklestirilmistir (75).
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4.16. Rekombinant insan insiilin A ve B zinciri fiizyon peptidlerinin immobilize

metal selasyon afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

Bu tez calismasinda indiiklenmis Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB kiiltiir
pelleti protein izolatlarindan insiilin flizyon peptidlerinin saflagtirilmasi igin
immobilize metal selasyon afinite kromatografisinden yararlanilmistir. Bu amagla,
plnsA ve pInsB ekspresyon vektorii plazmidlerin tasarimi, siyanojen bromiir
proteolitik sindirmesi ile uzaklastirilabilecek N-terminal 6 x histidin etiketi icerecek

sekilde yapilmigtr.

Kromatografik saflastirma yapilacak protein orneklerine, 0.1 M potasyum kloriir
eklenip 17000 x g ivme ile 20 dakika santrifiij edilerek hiicre pelleti lizis

tamponundan kaynaklanan SDS'in uzaklagtirilmas: saglanmustir.

Kromatografi basamagi i¢in nitrilotriasetik asit ile dekore edilmis, ortalama 30 pm
capinda sefaroz boncuk dolgu materyalinden sabit faza sahip 1.5 ml yatak hacimli
kolon kullanilmistir. Kolon dolgu materyalinin nitrilotriasetik asit fonksiyonel

gruplari, 0.1 M kobalt siilfat mobil fazi ile yikanarak kobalt iyonlari ile yiiklenmistir.

Kolondan baglanmayan kobalt1 uzaklastirmak ve mobil faz dengesini kurmak igin
once 5 kolon hacmi kadar eliisyon tamponu (Cizelge 4.54)gecirilmis, ardindan yine 5
kolon hacmi kadar baglanma tamponu (Cizelge 4.53) gecirilerek protein ¢ozeltisi

enjekte edilmeye hazir hale getirilmistir.

Kolona enjekte edilecek protein ¢oOzeltisinden potasyum kloriir ile SDS'in
uzaklastirilmasimnin ardindan, kormatografi baglanma tamponu ile 2 kat diliie
edilmistir. Kolona bir seferde 25 ml hacimde SDS'i uzaklastirilmis diliie edilmis hiicre
pelleti ekstrakti 1 ml/dakika hizda izokraktik akim ile enjekte edilmistir. Enjeksiyonun
ardindan, kolon 5 hacim baglanma tamponu ile yikanmistir. Eliisyon, 8 kolon hacmi
boyunca 1 ml/dakika akim hizinda baglanma ve eliisyon tamponlar1 arasinda dogrusal
gradiyent yapilarak gergeklestirilmistir. Eliiat, her biri 4 ml hacmindeki fraksiyonlar
halinde toplanmus, kolon ¢ikisinda mobil fazin iletkenligi ve 230 nm dalgaboyundaki
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absorbans1  spektrofotometrik  olarak  kaydedilmistir.  Eliisyon  isleminin
tamamlanmasinin ardindan kolon, bir sonraki enjeksiyona hazir hale gelmesi igin 5

kolon hacmi baglanma tamponu gegirilmistir (66).

Cizelge 4.53. immobilize metal selasyon afinite kromatografisi baglanma
tamponu bilegimi.

Malzeme Calisan konsantrsyon
Tris klortir pH 8.0 50 mM

Sodyum kloriir 400 mM

Gliserol %10

Deiyonize su

Cizelge 4.54. immobilize metal selasyon afinite kromatografisi eliisyon
tamponu bilegimi.

Malzeme Calisan konsantrsyon
Tris kloriir pH 8.0 50 mM

Sodyum klortir 400 mM

Gliserol %10

Imidazol 300 mM

Deiyonize su

Her dort enjeksiyonda bir kolonun baglanma kapasitesi 5 kolon hacmi 100 mM kobalt
stilfat ile rejenere edilmistir. Gerekli durumlarda, her bir basamaktan sonra 5 kolon

hacmi kadar deiyonize su ile yikanmak sarti ile, 5 kolon hacmi 6 M guanidin
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hidrokloriir ile agrege olmus proteinlerin ¢oziiniir hale getirilmesi, 100 mM EDTA ile
metal iyonlarmin sokiilmesi, 2-propanol ile protein agregatlart ve ¢okelme
egilmindeki tuzlarin uzaklastirilmasi ile sanitize edilmistir. Sanitizasyon sonrasi kolon

tekrar kobalt iyonlar ile yliklenmistir.

4.17. immobilize metal selasyon afinite kromatografisi kullamlarak saflagtirilmg
insiilin A ve B zinciri fiizyon peptidlerinin konsantrasyonlarmmin Bradford

yontemi ile olciilmesi

Saflagtirilan insiilin A ve B fiizyon proteinlerin siyanojen bromiir ile kesilmeden dnce
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bu amagla, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ul
sigir serum albuminin igeren kantitasyon standartlari ile konsantrasyonu bilinmeyen
kromatografi fraksiyonlarinin her birinden 2.5 pl hacmindeki alikot, 97.5 pul hacminde
Bradford ¢ozeltisi ile karistirtlmistir(Cizelge 4.55) (76).

Cizelge 4.55. Protein kantitasyonu deneylerinde kullanilan Bradford ¢ozeltisi
bilegimi.

Malzemeler Calisan konsantrasyon
Coomassie brilliant blue G-250 0.1 g/l

Fosforik asit %38.5

Etanol %4.75

Deiyonize su

Kantitasyon standartlar1 ve bilinmeyen 6rneklerin 595 nm dalgaboyundaki absorbansi
spektrofotometrik olarak okunmustur. Tiim Slgiimler li¢ kez tekrarlanmis, ortaalama
absorbans ile %degiskenlik katsayisi hesaplanmistir. Degiskenlik katsayisi %5'ten
biiyiilk okumalar tekrar edilmistir. Bilinen konsantrasyondaki standart sigir serum
albumini c¢ozeltileri i¢in elde edilen Asys degerlerine regresyon analizi yapilarak

birinci dereceden lineer absorbans — konsantrasyon egrisi olusturulmustur.
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Hesaplanan R? degeri 0.95'in altinda olmas1 halinde deney tekrarlanmigtir. Bilinmeyen
orneklerin konsantrasyonlari, regresyon denkleminin Olclilen Asos degerleri igin

¢ozlilmesi ile hesaplanmustir.

4.18. Immobilize metal selasyon afinite kromatografisi ile saflastirilan insiilin A

ve B zinciri fiizyon peptidlerinin siyanojen bromiir kullanilarak sindirilmesi

Rekombinant insan insiilin hormonu iiretiminde son iiriiniin amino asit dizisinin
orijinal insiilin molekiilii ile ayni olmasi zorunlulugu, temel gerekliliklerden birini
olusturmaktadir. Bu nedenle, bakteriyel protein ekspresyonu ve saflastirmada kolaylik
saglayamak iizere tasarima eklenen N-terminal flizyon peptidinin proteolitik sindirme
ile uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilan
insiilin A ve B fiizyon peptidlerini iceren kromatografi fraksiyonlarindan Bradford
yontemi ile protein konsantrasyon tayini gerceklestirilmis, bu fraksiyonlarin insiilin A
ve B flizyon peptidi molaritesi hesaplanmistir. Proteolitik sindirme i¢in 6rneklere 10
mM hidroklorik asit ve hesaplanan protein molaritesinden 25 kati molaritede

siyanojen bromiir eklenmis, 1 gece oda sicakliginda inkiibe edilmistir (77).

4.19. Siyanojen bromiir ile proteolitik sindirme uygulanan insiilin A ve B zinciri
fiizyon proteinlerinin yiiksek basin¢hh sivi kromatografisi ile analizi ve

saflastirilmasi

Siyanojen bormiir ile bir gece boyunca sindirilen insiilin A ve B zinciri flizyon
peptidleri C18 ters faz kromatografisi ile analiz edilerek sindirmenin gergeklesip

gerceklesmedigi arastirilmistr.

Bu amagla, 20 pl hacminde sindirme tepkimesi ¢ozeltisi, 0.6 ml/dakika debide %5
asetonitril %95 su, %0.05 trifluoroasetik asit iyonik esleyiciden olusan mobil faz ile
izokraktik olarak dengelenmis 4.6 x 50 mm boyutlarindaki makropor6éz C18 ters faz
kolona enjekte edilmistir. Enjeksiyonun ardindan 20 dakika boyunca mobil fazdaki
organik modifiye edici asetonitrilin konsantrasyonu %S5'ten %80'e gradiyent seklinde

artinlmigtir. Kolon ¢ikisindaki mobil fazda siirekli olarak 215 nm dalgaboyunda
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spektrofotometrik  okumalar  gerceklestirilerek  kaydedilmis, protein igeren

fraksiyonlar toplanmustir.

Ters faz kromatografisi ile ayristirma insiilin A ve B zincirlerinin herbiri i¢in dort kez
tekrarlanmig, toplanan fraksiyonlar -80 °C sicaklikta dondurulmustur. Dondurulan

fraksiyonlar liyofilize edilerek 100 pul pH 8.0 tris kloriir tamponu ile ¢oziiliistir.

4.20. Ters faz kromatografisi ile saflastirilan siyanojen bromiir sindirme

iiriinlerinin indirgenme ve yiikseltgenme ile dimerizasyonu

Afinite kromatografisi ile saflagtirilmis, siyanojen bromiir ile sindirme sonrasi ters faz
kromatografisi ile sindirme tamponundan saflastirilan iriinler liyofilizasyon ile
konsantre edilmis, rediiksiyon ve oksidasyon ile dimerize edilmeye hazir hale

getirilmistir.

Heniiz heterodimerlesme icin birlestirilmemis rekombinant insan insiilin A ve B
peptidi ¢ozeltilerine 2 mM [-merkaptoetanol eklenerek spontan oksidasyon ile
olusmus homodimerlerin ayristirilmas1 saglanmistir. Indirgen ortamda bir saat
inkiibasyonun ardindan insiilin A ve B peptidi ¢ozeltileri, 6l¢iim sonrast kayiplar g6z
ard1 edilerek sindirme Oncesi gerceklestirilen protein konsantrasyon Ol¢iimlerine gore
izomolar oranda karistirilmistir. Oksidasyonun gergeklesmesi i¢in karigima 10 mM

hidrojen peroksit eklenmis, iki saat boyunca inkiibe edilmistir (78—80).

Olusan insiilin A — B heterodimerlerinin analizi i¢in 4.6 x 50 mm boyutlarinda ters faz
makroporéz C18 proteomik kolon ile yiikksek basingli sivi  kromatografisi
kullanilmistir. Mobil faz su, organik modifiye edici asetonitril olarak belirlenmistir.
Mobil faz ve organik modifiye ediciye iyon esleyici olarak %0.05 (hacim/hacim)
konsantrasyonunda trifluoroasetik asit eklenmistir. Mobil faz akim hizi 0.6 ml/dakika
olarak belirlenmistir. Her analiz i¢in %1 asetonitril, %99 su ile dengelenmis kolona,
10 pl hacminde 6rnek enjekte edilmistir. Mobil fazin kompozisyonunu zamana karsi
belirleyebilmek amaci ile, A (saf su), B (saf asetonitril) ve C (%20 asetonitril, %80 su

karisim1) pompalar izokraktik ve gradiyent akim programlarina gore calistirilmistir
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(Cizelge 4.56, Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Cizelge 4.56. Reduksiyon ve oksidasyon tepkimeleri ile olusan rekombinant
insulin dimerlerinin ters faz C18 proteomik kolon kullanilarak ylksek basingli
sivi kromatografisi ile analizi igin mobil faz akim protokolu.

Siire (dak) |%A pompasi |%B pompasi |%C pompasi |%Su %Asetonitril
0 95 0 5 99 1
1 95 0 5 99 1
11 70 0 30 94 6
11,1 80 20 0 80 20
20 0 100 0 0 100
26 0 100 0 0 100
26,1 95 0 5 99 1
32 95 0 5 99 1
Not: A pomp
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Sekil 4.5. Reduksiyon ve oksidasyon tepkimeleri ile olusan rekombinant
insulin dimerlerinin ters faz C18 proteomik kolon kullanilarak yiksek basingli
sivi kromatografisi ile analizi icin mobil faz akim protokolu. Not: A pompasi: saf
su, B pompasi: saf asetonitril, C pompasi: %20 asetonitril, %80 su karigsimi.

Enjeksiyon sonrasi organik modifiye edici asetonitrilin mobil fazdaki
konsantrasyonunun artmasi ile eliie olan proteinlerin retaniyon zamanlar1 saptanmistir.
Heterodimer ve rediikte monomerler formundaki insiilin peptidlerinin retansiyon
zamanlarmi belirleyebilmek amaci ile, ticari regiiler insiilin preparati olan Humulin
R'nin hem nativ formda hem de 2 mM B-merkaptoetanol ile rediikte edilmis formunun

kromatografik analizi yapilmstir.

Bu tez calismasinda kullandigimiz rediiksiyon — oksidasyon kimyasi ile olast A-A ve
B-B homodimer yapilarinin kromatografik retansiyon zamanlarinin saptanabilmesi
icin B-merkaptoetanol ile rediikte edilmis A ve B zincirleri hidrojen peroksit ile

karistirilmadan oksitlenmis ve analiz edilmistir.
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Sekil 4.6. Reduksiyon ve oksidasyon tepkimeleri ile olusan rekombinant

insulin dimerlerinin ters faz C18 proteomik kolon kullanilarak ylksek basingli
sivl kromatografisi ile analizi icin mobil faz bilesimi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. IM-9 insan B lenfoblastik hiicre pelletlerinden DNA eldesi

Bu tez caligmasinda, insiilin A ve B zincirlerini kodlayan gen segmentlerinin
cogaltilmast amact ile, IM-9 insan B lenfoblastik hiicre pelletlerinden, SDS ve
proteinaz K ile lizat hazirlanmasinin ardindan, fenol kloroform izoamil alkol ile
saflagtirilan DNA kullanilmistir. Saflagtirilmis 6rnegin kantitasyonunun ve kalitesinin
belirlenmesi icin 220 — 350 nm dalgaboylar1 arasinda yapilan spektral

spektrofotometrik ol¢tim sonuglari Sekil 5.1'de gosterilmistir.

16
14
12
10

absorbans Unitesi

O N A O

_2220 240 260 280 300 320 340

dalgaboyu (nm)

Sekil 5.1. DNA1. IM-9 hicre pelletinden saflastiriimis DNA 6rneginin 220 —
350 nm dalgaboylari arasi spektral spektrofotometrik lgimda.

Elde edilen DNA Orneginin konsantrasyonu A degerinden yararlanilarak,
711.5245.36 pg/ml olarak hesaplanmig, RNA ve fenol kontaminasyonu bulunmadigi
saptanmustir(Cizelge 5.1) (52).

71



Cizelge 5.1. IM-9 hiicre pelletilerinden saflastirilan DNA 6rneginin 230, 260 ve 280

nm dalgaboylarindaki absorbans degerleri ile oranlari.

Absorbans dalgaboyu Absorbans iinitesi
Ao 6.19+0.03
Ao 14.23+0.11
Asgo 7.04+0.06
Aasos0 2.02+0.00
Asson30 2.30+0.01

Calismamizda DNA'dan insiilin a ve b zincir genleri elde etmek amaciyla bu
bolgelere spesifik olarak ve dncelikli olarak bakteride iiretim i¢in pET28a vektoriine
klonlamaya uygun olacak sekilde dizayn edilmis primer (Cizelge 4.54) ile PZT
yapilmistir. Bu amagla gradient PZT ile optimal baglanma sicakligi belirlendikten
sonra insiilin a ve b zincir genlerine 6zgiin olan insiilin a zincir i¢in ve insiilin b

zincir i¢in bandlar elde edilmistir(Sekil 5.2).
5.2. [Insiilin geni A ve B zinciri bélgelerinin PZT ile ¢ogaltilmasi

Insiilin A ve B zinciri ekspresyon vektdrleri pInsA ve plnsB'nin yapiminmn ilk
asamasinda, ilgili segmentler, IM-9 DNA'sindan sirasi ile iAF — iAR ve iBF — iBR
oligoniikleotid primer ciftlerini kullanarak PZT yardimi ile gogaltilmustir. Uriinler,
poliakrilamid jel elektroforezi ile analiz edilmis, A ve B zincirleri i¢in sirasi ile 84 ve

111 b¢ uzunlugunda amplikonlar elde edildigi saptanmistir(Sekil 5.2).
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Instlin A insilin B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

84
111

Sekil 5.2. insilin geni A ve B zinciri bolgelerinin iAF — iAR ve iBF — iBR
oligonukleotid primerler ile elde edilmis 84 ve 111 b¢ uzunlugundaki ¢gogaltma
artnlerinin DNA PAGE ile analizi.

5.3. Insiilin geni A ve B segmentlerinin pET28a omurgasina klonlanarak pInsA

ve pInsB ekspresyon vektorii plazmidlerinin elde edilmesi

Bu tez calismasinda bakteriyel ekspresyon vektorii omurgasi olarak kullanilan
pET28a, E. coli K12 JM109 hiicrelerinde iiretilmis, “midiprep” plazmid izolasyonu
protokolii ve ardindan polietilen glikol presipitasyonu ile elde edilmistir. insiilin A ve
B gen segmentlerinin molekiiler klonlamasi i¢in vektor DNA's1 Ndel ve Xhol tip 11
restriksiyon endoniikleazlari ile sindirilmistir. Sindirme tirtinleri %0.8 (agirlik/hacim)
agaroz jelde kontrol edilmis (Sekil 5.3), {riinlerin miktar ve kalite tayini

spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir(Sekil 5.4 ve Cizelge 5.2).

Sekil 5.3. Supersarmal gembersel (kulvar 1), Ndel (kulvar 2) ve Xhol (kulvar
3) enzimleri ile sindirilmis pET28a'nin agaroz jel eletroforezi ile géruntisa.
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Polimeraz zincirleme tepkimesi ile elde edilen insiilin geni A ve B segmentlerinin
Ndel ve Xhol restriksiyon endoniikleazlar1 ile sindirilmesi elektroforetik olarak
saptanabilecek bir boyut farkina yol agmadigindan bu iirlinlerin miktar ve kalite tayini

dogrudan spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.4. insiilin A ve B polimeraz zincirleme tepkimesi triinleri ile pET28a
plazmid vektor DNA'sinin Ndel ve Xhol restriksiyon endonukleaz enzimleri ile
sindirilmesi sonrasi spektrofotometrik analizi.

Gizelge 5.2. insiilin A ve B polimeraz zincirleme tepkimesi Uriinleri ile pET28a
plazmid vektér DNA'sinin Ndel ve Xhol restriksiyon endonlkleaz enzimleri ile
sindirilmesi sonrasi spektrofotometrik yontem ile miktar ve kalite tayini

Sample ID pET28a/Ndel/Xhol gléi%%(il/XhoI iI’nZSi%I/iIEc]lgeI/XhoI

ggﬁ:f;onsamrasyonu 24,580 35,690 37,300
Ao 0,368 0,440 0,456
Ao 0,492 0,714 0,746
Ao 0,265 0,384 0,393
Asso/Asso 1,850 1,860 1,900
Asso/Asso 1,340 1,620 1,640

Plazmid vektor omurgast ve “insert” PZT {iriinlerinin Ndel ve Xhol enzimleri ile
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sindirilmesinin ardindan, E. coli K12 JMI109 hiicreleri, her bir insiilin zinciri
ekspresyon plazmidi i¢in vektor:”insert” orami 1:2, 1:4 ve 1:8 olarak ayarlanmis
ligasyon tepkisi tirlinleri ile transforme edilmis, SOB kanamisin plaklarinda 10' — 10°
mertebesinde transformant koloni elde edilmistir. Bu transformantlardan “insert”
icerenlerin saptanmasi amaci ile, T7-5' — T7-3' oligoniikleotid primerleri ile PZT ve
ardindan EcoRI enzimi ile restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi analizi
gerceklestirilmistir. Ek almamis plazmidler i¢in 129 ve 197 b¢ uzunlugunda iki bant
elde edilirken, insiilin A DNA's1 ekli plazmidler i¢in 315 bg, insiilin B DNA's1 ekli

plazmidler i¢in 342 b¢ uzunlugunda {iriin edilmistir(Sekil 5.5).

A

197-

129

Sekil 5.5. insiilin geni A ve B zinciri DNA'sI ekli plazmidleri alan
transformantlarin polimeraz zincirleme tepkimesi ardindan restriksiyon
fragment uzunlugu polimorfizmi analizi ile saptanmasi.

Polimeraz zincirleme tepkimesi ve restriksiyon fragment uzunulugu polimorfizmi
analizi ile taranan kolonilerden DNA dizi analizi gergeklestirilmistir. Sanger dongiisel
sekanslama tepkimesi, T{riinlerin temizlenmesi ve kapiller jelde -elektroforez
edilmesinin ardindan elde edilen kromatogram dizileri, insan genomik ve
transkriptomik  veritabanlarinda BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome) ile
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aranmustir. Insiilin geni A ve B zincirleri i¢in olusturulan pInsA ve pInsB
plazmidlerine dogru DNA dizilerinin dogru yerlesimde eklendigi saptanmistir(Sekil
5.6).

CE A ECCETCETCRETCRATCETERCE G CEGCGCEGECCETEC TS
(e e A T

6 X Hls etiketi

64 66 ™7 B2 B4 B85 B8 90 92 54 96 §
CAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGECCTGGETGCE
?GECE'C'E'EG:E?_SI"G'E'E'R?TC‘ET!;'T‘EGEE!TTE'FEL".A!C?KT’EE

‘. = i P e S E):—-‘
ety CHEr | ot msuImApepﬁdl it

100 102 104 108 10B 110 112 14 118 118 120 122 124 126 128 130 132 134 1
CGCGCGGECAGCCATTCATATGGGCATTGTGGAACARATG

EC‘T’ GT KE CK'GE?”CT’ ETTTECY ET’ xT E'EGE'F T 'A'G ERTT

; lnsulm A peptldl

134 136 138 140 142 144 1486 148 150 152 154 156 158 960 162 184 166 168 170 172 1
ATGC TG TACCAGCATCTGCTCCCTCTACCAGCTGGAGAATC!

CrACTT 8TA LT T Ce I CRC T EC T AT CRCC R TR EET:
Opal
terminasyon

o s ).3
insulin A peptidi

174 176 178 180 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 21
CTACTGCAA( \ C TCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

Sekil 5.6. Ekspresyon plazmidi pInsA'nin Sanger yontemi ile elde edilmis DNA
dizi analiz kromatogrami.

Insiilin A ve B peptidlerinin iiretiminde kullanilacak pInsA ve pInsB ekspresyon
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plazmidleri, molekiiler klonlama islemlerinin gergeklestirildigi E. coli K12 JM109
hiicrelerinden izole edilerek, rekombinant protein iiretimi i¢in fabrika hiicre olarak
kullanilan E. coli BL21(DE3) hiicrelerine aktarilmustir. Her bir plazmid igin 10' — 10?

mertebesinde transformant elde edilmistir.

Rassal olarak secilen E. coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB kolonileri, deneme
ekspresyon ¢alismasina almarak indiiklenmistir. Indiiklenmis kiiltiirlerden izole edilen
proteinler polietilen glikol — sodyum kloriir presipitasyonu ile fraksiyonel olarak
coktiriilmugstiir. Yiiksek molekiil agirlikli hiicresel proteinlerin pellet edilerek
uzaklastirilmasinin ardindan silipernatantlar denatiire edici tris trisin gradiyent

poliakrilamid jel elektroforezi ile analiz edilmistir (Sekil 5.7).

24.5
25.1

19.9

16.2

3.42
2.38

5.7
4.7

Sekil 5.7. indiiklenmis Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB
kultarlerinden izole edilmig proteinlerin polietilen glikol — sodyum klortr
fraksiyonel presipitasyonu sonrasi denatire edici tris trisin gradiyent
poliakrilamid jel elektroforezi ile analizi. (B: belirte¢ — sut tozu protenleri; H:
Humulin R; B1 —4: E. coli BL21(DE3)/pInsB kolonileri; A1 — 3: E. coli
BL21(DE3)/pInsA kolonileri).
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Denatiire edici tris trisin gradiyent poliakrilamid jel elektroforezi ile indiiklenmis
kiiltiirlerde {iiretilmis muhtemel rekombinant insiilin A ve B zinciri peptidlerinin
gosterilmesinin ardindan, N-terminal 6 x histidin etiketi tagiyan rekombinant insiilin A
ve B peptidleri western blotlama yontemi ile analiz edilmistir. Western blotlama
deneyi i¢ kontrolii olarak kullanilmis olan rekombiant yesil floresan protein ile insiilin
A ve B zinciri N-terminal 6 x histidin etiketi fiizyon peptidleri, anti-His-tag antikorlar1

ile saptanmistir(Sekil 5.8).
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Sekil 5.8. indiiklenmig Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /plnsB
kultarlerinden izole edilmig proteinlerin anti-His-tag antikorlari ile western
blot analizi. (G: rekombinant yesil floresan protein; B: E.coli
BL21(DE3)/pInsB kultirl; A: E. coli BL21(DE3)/pInsA kultirleri)

5.4. Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB fabrika bankalarinda
rekombinant insan insiilini A ve B zinciri fiizyon peptidi iiretiminin fraksiyonel
faktryel deneysel tasarim ve yamt yiizeyi modellemesi yontemleri ile

optimizasyonu

Bu tez calismasinda, bakteriyel fabrika hiicrelerde rekombinant heterolog proteinlerin
iiretiminde etkisi oldugu bilinen inkiibasyon sicakligi, pH, IPTG konsantrasyonu,
indiiksiyon baglangicindaki biyokiitle, indiiksiyon siiresi ve c¢alkalama hiz1
faktorlerinin rekombinant insan insiilin peptidlerinin iiretimi tizerindeki etkisi
arastirilmistir. Iki seviyeli Plackett — Burman deney tasarimma dahil edilen 6

faktorden ekspresyon diizeyleri iizerinde etkili olanlar1 saptamak amaci ile insiilin A

87



zinciri flizyon peptidi i¢in 16 ve insiilin B zinciri fiizyon peptidi i¢in 16 olmak {izere
toplan 32 ekspresyon deneyi gerceklestirilmistir. Her bir ekspresyon deneyi sonunda
elde edilen hiicre pelletlerinden saflastirilan total hiicresel proteinlerin ve rekombinant
insiilin fiizyon peptidlerinin oranlanmasi i¢in sirasi ile denatiire edici tris glisin ve tris
trisin gradiyent poliakrilamid jel elektroforezi ile ayristirilan proteinlere bant profil

analizi yapilmistir (Sekil 5.9).

Her bir deney icin, jelde yliriime mesafesi — protein boyanma yogunlugu grafigi
seklinde olusturulan bant profillerinde, arka plan normalize edildikten sonra egri
altinda kalan alanlar belirlenmis, rekombinant insiilin flizyon peptidleri ile total
hiicresel proteinler icin hesaplanan degerler birbiri ile oranlanarak rekombinant
protein ekspresyon verimi (Y rexombinant protein / Y total protein = Yiirin / Y biyokitie) N€Saplanmustir.
Elde edilen degerler, her bir deneye ait kiiltiirlin biyokiitlesine gore normalize edilmis

rekombinant protein ekspresyon yaniti olarak alinmistir(Cizelge 5.3, Cizelge 5.4).
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Sekil 5.9. indiiklenmis hiicre pelletleri total proteinlerinin tris glisin,
rekombinant insilin fraksiyonlarinin ise, tris trisin jellerinde ydrutilimesi ile
elde edilen kulvar bant profilleri. TG: denatire edici tris glisin gradiyent
poliakrilamid jeli; TT: denature edici tris trisin gradiyent poliakrilamid jeli; MB:
molekiiler belirteg (sigir siitii proteinleri); IA: immobilize metal selasyon afinite
kromatografisi ile saflastiriimis insulin A zinciri fzyon peptidi.

89



Cizelge 5.3. Plackett-Burman tasarimina gore gergeklestiriimis deneylerde
elde edilmis rekombinant instilin A zinciri flizyon peptidi ekspresyon verimi
(Yinsulin A/ Ytotal protein)

Deney No Yinsiitin A | Yiotal protein
1 0,19021739
o) 0,20858896
3 0,054722639
4 0,04790419
5 0,0750750751
6 0,06274008
7 0,07344633
8 0,03952569170
9 0,06378601
10 0,067061144
11 0,22375691
D 0,06868687
13 0,11904762
14 0,13931889
15 0,1425120773
16 0,24941725
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Cizelge 5.4. Plackett-Burman tasarimina gore gergeklestiriimis deneylerde
elde edilmis rekombinant instilin B zinciri fizyon peptidi ekspresyon verimi
(Yinsulin B / Ytotal protein)

Deney No Yinsiitin B | Ytotal protein
. 0,279527556
) 0,02275
3 0,12341198
4 0,07471264
5 0,27659574
6 0,0626506
7 0,23690205
2 0,11127379
9 0,0453964
10 0,06603774
11 0,15482234
12 0,05405405
13 0,17857143
14 0,20304569
15 0,20450886
16 0,20809249
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Plackett — Burman deney tasarim matriksi i¢in elde edilen rekombinant insan insiilin

A ve B zinciri flizyon peptidi ekspresyon yanitlar1 R-cran FrF2 paketi ile analiz

edilerek ana etkilere yonelik tahminler ile test edilen faktorlerin ikili etkilesim

grafikleri elde edilmisti(Cizelge 5.5 ve Cizelge 5.6) ,(Sekil 5.10 ve Sekil 5.11)

Cizelge 5.5. Rekombinant insan insulin A zinciri fuizyon peptidi
ekspresyonunda Plackett — Burman deney tasarimi ile ana etkilerin tahmini ve

istatistiksel 6nem testi.

Tahmin E:j:dart tdegeri |Pr(>|t|) gggmhhk
(kesisim) 0,11 0,02 6,42 0,02/*
sicaklik (°C) 0,02 0,02 1,38 0,3
pH 0,02 0,02 1,17 0,36
IPTG konsantrasyonu (mM) 0 0,02 -0,09 0,94
baslangi¢c OD (AU) 0,01 0,02 0,66 0,58
indiiksiyon siiresi (saat) -0,03 0,02 -1.5 0,27
calkalama hiz1 (RPM) 0 0,02 0,05 0,96
sicaklik : pH 0 0,02 -0,25 0,82
sicaklik : baslangic OD -0,02 0,02 -1,02 0,42
sicaklik : indiiksiyon siiresi -0,01 0,02 -0,7 0,56
sicaklik : calkalama hizi 0,03 0,02 1,79 0,22
IPTG konsantrasyonu : 0,01 0,02 0,53 0,65

baslangic OD
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Sekil 5.10. Rekombinant insan insulin A zinciri flzyon peptidi
ekspresyonunda Plackett — Burman deney tasarimi ile taranan faktorlerin ikili
etkilesim grafikleri.

95




Cizelge 5.6. Rekombinant insan insulin B zinciri fuzyon peptidi
ekspresyonunda Plackett — Burman deney tasarimi ile ana etkilerin tahmini ve
istatistiksel onem testi.

Tahmin |Standart hata |t degeri |Pr(>[t|) grslteimlilik

(kesisim) 0,14 0,01 17,35 0] **
sicaklik (°C) 0,03 0,01 3,73 0,07
pH -0,01 0,01 -0,8 0,51
IPTG konsantrasyonu (mM) -0,04 0,01 -5,28)  0,03*
baslangi¢ OD (AU) -0,03 0,01 -3,04/ 0,09|.
indiiksiyon siiresi (saat) 0 0,01 0,24/ 0,83
calkalama hiz1 (RPM) -0,01 0,01 -1,16) 0,37
sicaklik : pH 0,01 0,01 0,88 047
sicaklik : baslangic OD 0 0,01 0,34, 0,77
sicaklik : indiiksiyon siiresi -0,01 0,01 -0,73| 0,54
sicaklik : calkalama hizi 0,04 0,01 4,23/  0,05.
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Sekil 5.11. Rekombinant insan insulin B zinciri fizyon peptidi

ekspresyonunda Plackett — Burman deney tasarimi ile taranan faktorlerin ikili

etkilesim grafikleri.

T
0.4 0.8

T T T T
12 24 100 200

Bu tez calismasinda tasarlanmis ve olusturulmus Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA

ve /pInsB hiicre bankalarini kullanarak rekombinant insan insiilin A ve B zinciri

fiizyon peptidlerinin iiretim silirecinde belirlenen faktorlerin etkisinin aragtirilmasi i¢in

fraksiyonel faktoryel deney tasarim yontemleri kullanilmistir. Plackett — Burman

tarama testi ile ana etkiler ile bunlarin istatistiksel Onemleri ve ikili etkilesim

grafikleri hesaplanmistir. Bunlara gore siirecte etkili oldugu saptanan




* c¢alkalama hizi

* indiiksiyon siiresi

* baslangic OD'si (biyokiitle miktar1)

faktorlerinin rekombinant protein iiretim diizeylerine etkisinin lineer modellerinin
olusturulmasi amaci ile Box — Behnken yanit yiizeyi modellemesi yapilmistir. Deney
serisinin  olusturulmasinda indiiksiyon sicakligi, besiyeri pH'st ve IPTG
konsantrasyonu parametreleri, rekombinant protein ekspresyonunu artirdiklar:

Plackett — Burman deney serisinde gozlenen diizeylerde sabit tutulmustur.

Rekombinant insan insiilin A ve B zinciri fiizyon proteinleri i¢in Box — Behnken
deney serisi yanitlari, Plackett — Burman deney serisindekine benzer sekilde, her bir
deneyde izole edilen izole edilen diisiik molekiil agirlikli protein fraksiyonunun total
hiicresel proteinlere oran1 olarak belirlenmistir. Rekombinant insiilin peptidi
ekspresyon verimi Yinsitin o / Yootal protein Y& da8 Yinsiiin B / Yol proein Olarak ifade

edilmistir(Cizelge 5.7 ve Cizelge 5.8)..
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Cizelge 5.7. Box — Behnken tasasrimina gore gergeklestiriimis deney
serisinde elde edilmis rekombinant inslin A zinciri flzyon peptidi ekspresyon
verimi (Yinsulin B / Ytotal protein)

Deneme No (Yinsiiin 8 / Yiotal protein)
1 0,054152
) 0,10798812
3 0,036822
4 0,0951327434
5 0,8421705
6 0,36104
7 0,1488095
8 0,0360360
9 0,0947368
10 0,1552632
11 0,126522
12 0,145833
13 0,0769231
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Cizelge 5.8. Box — Behnken tasasrimina gore gergeklestiriimis deney
serisinde elde edilmis rekombinant insllin B zinciri flizyon peptidi ekspresyon
verimi (Yinsulin B / Ytotal protein)

Deneme No (Yinsiiin 8 / Yiotal protein)

1 0,073569

2 0,083333

3 0,1100000
4 0,5072464
5 0,262357

6 0,1174242
7 0,185226316
8 0,173333

9 0,044674
10 0,0702128
11 0,1346154
12 0,1493038
13 0,1122449

Yanit yiizey modelinin hesaplanabilmesi i¢in rekombinant protein ekspresyon
verimleri, R-cran DoE.wrapper ve rsm paketleri ile analiz edilmis, rekombinant
insiilin A ve B zinciri flizyon proteinleri i¢in birinci derece, ikinci derece ve tam
kuadratik denklem katsayilar1 hesaplanmistir(Cizelge 5.9 ve Cizelge 5.10). Buna gore,

insiilin A iiretim siireci i¢in yanit yiizey modeli;

y=f(x)=-0.0000125(x1)>0.0008509(x,)>-0.003362(x:)*
0.00007114x,;x,+0.0005108x,x5+0.004878x,x51+0.004283x,+0.03373x,-0.1599x -
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0.3498 denklemi ile ifade edilmistir.

Insiilin B iiretim siireci i¢in yanit yiizeyi modeli ise;

y=1(x)=-0.00001893(x,)*-0.000681(x,)*+0.005697(x;)*-
0.000004677x,x,+0.0003887x,x3+0.01426X,x5+0.005904x,+0.01184x,-0.276 1 x5-
0.3369 denklemi ile ifade edilmistir.

Cizelge 5.9. Box — Behnken deney tasarimi ile galkalama hizi, indiksiyon
suresi ve baglangi¢c OD'sinin, rekombinant insilin A flizyon peptidi ekspresyon
verimi yanit yuzeyi modeli polinomiyal denkleminin katsayilari.

calkalama hizi (RPM) indiiksiyon siiresi (saat) baslangi¢ OD (AU)
X X2 X3
4,28E-003 3,37E-002 -1,60E-001
calkalama hiz1 : indiiksiyon| c¢alkalama hizi : baslangig indiiksiyon siiresi :
stiresi OD baslangic OD
X1X2 X1X3 XoX3
-7,11E-005 5,11E-004 4,88E-003
(¢alkalama hiz1)? (indiiksiyon siiresi)* (baslangig OD)?
(x1)° (x2)° (x3)°
-1,25E-005 -8,51E-004 -3,36E-003
kesisim
c
-3,50E-001
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Cizelge 5.10. Box — Behnken deney tasarimi ile galkalama hizi, indiiksiyon
suresi ve baglangi¢c OD'sinin, rekombinant insilin B flUzyon peptidi ekspresyon
verimi yanit yuzeyi modeli polinomiyal denkleminin katsayilari.

calkalama hizi (RPM) indiiksiyon siiresi (saat) baglangi¢ OD (AU)
X X2 X3
5,90E-003 1,18E-002 -2,76E-001
calkalama hiz1 : indiiksiyon| c¢alkalama hizi : baglangig indiiksiyon siiresi :
stiresi OD baslangi¢c OD
X1X2 X1X3 X2X3
-4,68E-006 3,89E-004 1,43E-002
(calkalama hiz1)? (indiiksiyon siiresi)? (baslangi¢ OD)?
(x1)° (x2)° (x3)°
-1,89E-005 -6,81E-004 5,70E-003
kesisim
c
-3,37E-001
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Calkalama hizi, baslangic OD'si ve indiiksiyon siiresi faktorlerinin diislik, orta ve
yiiksek diizeyleri i¢cin Box — Behnken deney tasarimi ile gerceklestirilmis yanit ylizeyi
modellemesi ile elde edilen ikinci dereceden lineer yanit yilizeyi denklemlerine gore,
faktorlerin ikili etkilesiminin protein ekspresyon verimine etkisini gosteren kontiir ve
yanit yiizeyi grafikleri ¢izilmistir(Sekil 5.12, Sekil 5.13, Sekil 5.14, Sekil 5.15, Sekil
5.16, Sekil 5.17, Sekil 5.18, Sekil 5.19, Sekil 5.20, Sekil 5.21, Sekil 5.22, Sekil 5.23).
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Sekil 5.12. Calkalama hizi ve induksiyon suresinin rekombinant insan insulin
zinciri A flzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin
kontur grafigi.
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baslangic OD = 1.7 dilimi
Sekil 5.13. Calkalama hizi ve indlksiyon suresinin rekombinant insan instlin
zinciri A flzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin yanit
yuzeyi grafigi.
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Sekil 5.14. Calkalama hizi ve baslangi¢ OD'sinin rekombinant insan instlin
zinciri A flzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin
kontur grafigi.
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induksiyon suresi = 18 saat dilimi
Sekil 5.15. Calkalama hizi ve baslangi¢ OD'sinin rekombinant insan insilin
zinciri A flzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin yanit
yuzeyi grafigi.
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calkalama hizi = 150 RPM dilimi
Sekil 5.16. Baslangi¢ OD'si ve indlksiyon suresinin rekombinant insan insulin
zinciri A fuzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin
kontur grafigi.
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Sekil 5.17. Baslangi¢ OD'si ve indiksiyon suresinin rekombinant insan insulin
zinciri A flzyon peptidinin ekspresyon verimi Gzerindeki birlesik etkisinin yanit
yuzeyi grafigi.
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Sekil 5.18. Calkalama hizi ve induksiyon suresinin rekombinant insan insulin
zinciri B flzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin
kontur grafigi.
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baslangic OD = 1.7 AU dilimi
Sekil 5.19. Calkalama hizi ve indiksiyon suresinin rekombinant insan insulin
zinciri B fizyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin yanit
yuzeyi grafigi.
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Sekil 5.20. Calkalama hizi ve baslangi¢ OD'sinin rekombinant insan insulin
zinciri B fizyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin
kontur grafigi.
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indUksiyon suresi = 18 saat dilimi

22 24

sinin rekombinant insan insulin
20

zinciri B flzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin yanit

yuzeyi grafigi.
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Sekil 5.21. Calkalama hizi ve baglangi¢ OD

calkalama hizi = 150 RPM dilimi

Sekil 5.22. Baslangi¢ OD'si ve indiksiyon suresinin rekombinant insan insulin
zinciri B flzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin

kontur grafigi.
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Sekil 5.23. Baslangi¢ OD'si ve indlksiyon suresinin rekombinant insan insulin
zinciri B fuzyon peptidinin ekspresyon verimi Uzerindeki birlesik etkisinin yanit
yuzeyi grafigi.

5.5. lindiiklenmis hiicre pelletlerinden izole edilmis proteinlerin kobalt

immobilize metal selasyon afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi

Insan rekombiant insiilin A ve B zinciri fiizyon peptidlerini eksprese eden Escherichia
coli BL21(DE3)/pInsA ve /pInsB hiicre bankalar1 ile iiretim siirecinin, Plackett —
Burman ve Box — Behnken deney tasarimi yontemlerinden yararlanilarak optimize
edilmesinin ardindan, flizyon peptidler kobalt immobilize metal selasyon afinite
kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. imidazol gradiyenti ile eliisyon sirasinda

6 x histidin etiketi tasiyan flizyon peptidleri igeren fraksiyonlar toplanmustir (Sekil
5.24, Sekil 5.25).
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Sekil 5.24. indiiklenmis Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA pelletlerinden
saflastirilan rekombinant insulin A zinciri fizyon peptidinin kobalt immobilize
metal selasyon afinite kromatogrami. Absobans 215 nm dalgaboyunda
Olctimustlr. Toplanan fraksiyon, pembe kutu ile isaretlenmistir.
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Sekil 5.25. indiiklenmis Escherichia coli BL21(DE3)/pInsA pelletlerinden
saflastirilan rekombinant insulin B zinciri fizyon peptidinin kobalt immobilize
metal selasyon afinite kromatogrami. Absobans 215 nm dalgaboyunda
Olctlmustir. Toplanan fraksiyon pembe kutu ile isaretlenmistir.

Elde edilen iirlinlerin kantitasyonu i¢in Bradford deneyi gerceklestirilmistir. Sigir
serum albumini standart protein ¢ozeltileri ile kantitasyon egrisi olusturulmustur
(Sekil 5.26). Insiilin A ve B fiizyon peptidleri igin siras1 ile ortalama 0.595+0.013 ve
0.540+0.005 AU optik yogunlukta okumalar elde edilmistir. Buna gore 421.158 pg/pl
konsantrasyonunda insiilin A ve 190.117 pg/ul konsantrasyonunda insiilin B fiizyon
peptidi elde edilmistir. Elde edilen iirlinlerin N-terminal fiizyon peptidinin sindirilerek
uzaklagtirilmasi i¢in gereken siyanojen bromiir konsantrasyonunun hesaplanabilmesi

i¢in insiilin A ve B flizyon peptidlerinin molariteleri hesaplanmistir (Cizelge 5.11).
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Sekil 5.26. Kromatografik saflastirma UGrlnlerinin kantitasyonu igin
gerceklestirilen Bradford deneyi standart egrisi.

Cizelge 5.11. Saflastirilan rekombinant insan insilin A ve B zinciri flzyon
peptid fraksiyonlarinin konsantrasyonlari.

Molekiiler agirlik  |Konsantrasyon Konsantrasyon
(Da/molekiil) (ng/pl) (mM)
instilin A zinciri
: e 4678,22 421,16 90,06
flizyon peptidi
insiilin B zinciri 5724,47 190,12 42,08

flizyon peptidi
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5.6. Rekombinanti insan insiilin A ve B zinciri fiizyon peptidlerinin siyanojen

bromiir ile sindirilerek N-terminal fiizyon peptidinin uzaklastirilmasi

Bu tez c¢aligmasinda, ekspresyonu gerceklestirilen ve saflastirmasi yapilan
rekombinant insan insililin A ve B zinciri fiizyon peptidler, siyanojen bromiir ile
proteolitik olarak sindirilmistir. Sindirme tepkimesi triinleri ters faz C18 kolonda %5
— 80 asetonitril gradiyenti ile eliie edilerek analiz edilmistir. Kolonda retansiyon
zamanlar sirasi ile 1.421 (Sekil 5.27 A) ve 1.380 (Sekil 5.27 C) dakika olarak 6l¢iilen
insiilin A ve B zinciri fiizyon peptidleri, kesim sonrasinda 1.814 (Sekil 5.27 B) ve
1.881 (Sekil 5.27 D) dakika retansiyon zamanina sahip olmuslardir. Kesim sonrasinda
N-terminal flizyon peptidi kolon ¢ikisinda, daha hidrofilik yapisi nedeni ile, 1.093 —
1.100 retansiyon zamanli tepe olarak izlenmistir(Sekil 5.27 B- D). Ayrica, kesim
tirtinlerini igeren fraksiyonlar, rediiksiyon ve oksidasyon basamaginda dimerize

edilmek iizere toplanmigtir.
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Sekil 5.27. Rekombinant insan insilin A(A) ve B(C) zinciri flizyon peptidleri ile
bunlarin siyanojen bromur kesim urunlerinin (B, D) ters faz C18 kromatografisi
ile analizi.
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5.7. Rekombinant insiillin A ve B peptidlerinin indirgenme ve yiikseltgenme

tepkimesi ile dimerizasyonu

Siyanojen bromiir kesim {iriinlerinin ters faz C18 kolon ile saflastirilmasinin ve
liyofilizasyon ile konsantre edilmesinin ardindan atmosferik oksijen ile spontan olarak
homodimerize olmus insiilin zincirleri, 2 mM B-merkaptoetanol eklenerek
indirgenmistir. Her bir zincire ait indirgenme {iriinii, izomolar konsantrasyonda
karistirilarak 10 mM H,O; ile oksitlenme tepkimesi gerceklestirilmistir. Indirgenme —
yiikseltgenme tepkimesi {riinleri ters faz C18 kolonda su asetonitril gradiyenti ile
analiz edilmistir (Sekil 5.28). Okside (heterodimerik) ve rediikte durumdaki instilin
molekiillerinin retansiyon zamanlari, ticari insiilin preparatt Humulin — R'nin nativ ve
B-merkaptoetanol ile okside formlarinin kromatogramlarindan yararlanilarak
belirlenmistir. Buna gore, indirgenmis insiilin monomerlerinin 2.5 dakikadan 6nce ve
21 dakikadan sonra eliie oldugu, oksidasyon sonucu olusmus heterodimerlerin ise, 3.5
— 4.5 dakika ile 19.143 — 19.894 dakika retansiyon zamanina sahip iki tepe halinde

eliie oldugu saptanmustir.
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A. Dimerlesme
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Sekil 5.28. izomolar oranda karigtirilarak oksitlenen indirgenmis rekombinant
insulin A ve B zincirlerinin dimerizasyon Urunlerinin ters faz C18 kromatografisi
ile analizi. A: Monomer ve dimerlerin retansiyon zamani limitleri; B: nativ
formda Humulin R; C: indirgenmis Humulin R; D: siyanojen bromur kesim
urdnd insulin A ve B peptidlerinin oksitlenme tepkimesi Urunleri; E: Mobil faz
akimina A pompasinin katkisi.

118



Bu tez ¢alismasinda uygulanan indigenme — oksidasyon protokolii ile olusabilecek
insiilin A — A ve B — B homodimerlerinin analizi i¢in ise hidrojen peroksit, zincirler
karigtirllmadan eklenmis, olusan firiinler ters faz C18 kromatografisi ile analiz
edilmistir (Sekil 5.29). Monotip insiilin zinciri oksitlendiginde, 1.3 dakika retansiyon
zamanli tepenin kalinlastigi ve 23.5 dakika dolaylarinda genis bir tepe olustugu

gozlenmistir. Ayrica, heterodimerik molekiiller i¢in gozlenen 3.5 — 4.5 dakika ile

A. Dimerlesme
durumu

B. Humulin R,
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MWD1 C, 859:215,8 Ref=360,100 (C:\CHEM32\DORUK\DATA\150619INS02 16-07-32\002-0?01 .D)
; Poaa : -
& : 1 saat inklbasyon
[e]

1.326

20.381

%545
SSZ 556

T —T —T T — T T — — — T T T | B — T —T — — T T
0 5 10 15 20 : 25 30

3|
=1

MWD1 C, S‘;9=21 5,8 Ref=360,100 (C:\CHEM32\DORUK\DATA\150624AA-BB 11-45-34\001 0'1 01.D) C A/CN Br
H H L] ’

%0.1 B-mekaptoetanol
+ 10 mM H,0,

0
<
)
~ gy
,.§

0 5 10 15 20 25 30 min
MWD1 C, éig:21 5,8 Ref=360,100 (C:\CHEM32\DORUK\DATA\150624AA-BB 1 1-45-34\002-@201 .D) D. B/C NBr
mAU : %0.1 B-mekaptoetanol
2000 + 10 mM H,0,

1500

1000

21.594
o
/’%f
32.559

500

0 : 5 10 15 20 : 25 30 I 'minl
: E. Mobil faz akimina
PMP1, Sclvent A %A pompasinin katkisi
% 7 : H
80
60
40
20
04

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Sekil 5.29. indirgenmis rekombinant insiilin A ya da B peptidlerinin
oksidasyon urUnlerinin ters faz C18 kromatografisi ile analizi. A: Monomer
ve dimerlerin retansiyon zamani limitleri; B: indirgenmis Humulin R; C:
insulin A peptidlerinin oksitlenme tepkimesi trtnleri; D: insilin B
peptidlerinin oksitlenme tepkimesi drtnleri; E: Mobil faz akimina A
pompasinin katkisi.



by lpasast BB TR T Ba AR 5DefSn IS REY SAP ek Ry on dizeylerine
ulasilabilmektedir (61,62). Bu tez calismasinda ekspresyon konagi olarak E. coli
BL21(DE3) susu kullanilmistir. Plackett — Burman deney tasariminda rekombinant
insiilin flizyon peptidi ekspresyon verimi yanit olarak alindiginda, yiiksek IPTG
konsantrasyonlarinda indiiklemenin diisiik konsantrasyonlarda indiiklemeye {istiin
olmadig1 saptanmistir. Benzer sekilde, Larentis ve digerleri, yiiksek IPTG
konsantrasyonlarinin fabrika hiicrenin protein sentez sistemini doyuma ulastirdigini,

hatta hiicrelere zarar verdigini bildirmistir (81).

Heterolog rekombinant protein ekspresyonunda nadir kodon sorunu, oOzellikle
endiistriyel amagli protein liretiminin 6nemli darbogazlarindan birini olusturmaktadir
(24,82,83) Escherichia colimin kodon tercihleri géz oniine alindiginda, insiilin A ve B
zincirlerinin bu konak hiicre tarafindan nadir olarak kullanilan kodonlar1 icerdigi
bilinmektedir. Bu tez c¢alismasinda, ekspresyon veriminin olumsuz yodnde
etkilenmesinin 6niine gegmek amaci ile insiilin A ve B zincirlerinin N-terminal fiizyon
peptid ile eksprese edildigi bir tasarim sablonu benimsenmistir. Bununla birlikte, N-
terminal parcanin daha sonra kolaylikla kesilerek uzaklastirilabilecegi bir tasarim
gerceklestirilmistir. Rekombinant insiilin iiretiminde farkli N-terminal flizyon
peptidler ile benzer tasarim yaklasimlari bildirilmistir (84,85). Insiilin iiretiminde son
tirtiniin orijinal insiilin amino asit dizisi ile farklilik gostermemesi gerekliligi, fiizyon
peptidin uzaklastirilmasi i¢in secilebilecek proteazlar1 ve flizyon peptidler halinde

iretim stratejilerini kisitlamaktadir.

Nadir kodon sorununu ortadan kaldirmak ig¢in alternatif yaklasimlar arasida, s6z
konusu tRNA'larin gen kopya sayisimi artirmak (86,87) ve hedef proteini kodlayan
genin dizisinin E. coli kodon tercihine gore diizenlenmesi sayilmaktadir. Bu amacla,
hedefe yonelik mutagenez teknikleri kullanilabilecegi gibi, tiim genin sentetik olarak

tiretilmesi de olanaklidir (51,88).

Calismamizda, oncelikle protein ifadelenme diizeylerinde etkili faktorlerin taranmasi
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ve sonrasinda ise etkili bulunan faktorlerin yanit yiizeylerinin modellendigi iki

kademeli bir yaklagim benimsenmistir.

[lk asamada, heterolog rekombinant protein ekspresyonu iizerinde etkisi oldugu
bilinen besiyeri pH'si, indiiksiyon i¢in kullanilan IPTG konsantrasyonu, indiiksiyon
stiresi, indiiksiyon sirasindaki inkiibasyon sicakligi, indiiksiyon baslangi¢ hiicre
yogunlugu faktorlerinden hangilerinin E. coli BL21(DE3)/plnsA ve /plnsB
hiicrelerinin rekombinant insan insiilini A ve B zinciri fiizyon peptidlerini eksprese

etmesinde etkili oldugu taranmistir (81,82,89,90).

Schein ve arkadaglari, insan proteinlerinin heterolog iiretimi i¢in optimal sicaklik
araliginin 30-37 derece oldugunu belirtmislerdir (91). Bununla birlikte, yesil floresan
protein E. coli hiicrelerinde ekspresyonunun diisiik sicakliklarda daha verimli oldugu
bildirilmektedir (92). Bu tez c¢aligmasinda da, Plackett — Burman tasarimi ile,
rekombinant insan insiilin fiizyon peptidlerinin ekspresyonunun 37°C sicaklikta arttig1

saptanmuistir.

Plackett — Burman deney tasarimi ile fabrika hiicrelerimizin insiilin flizyon peptidi
dretimi tizerindeki etkisinin arastirildigi diger bir faktdr, indiiksiyon sirasinda
hiicrelerin  oksijenasyon durumunu belirleyen calkalama hizidir. Sadeghi ve
arkadaslarinin E. coli fabrika hiicreleri ile yapmis oldugu calismada, ¢alkalamanin
gerekliligi vurgulanirken, ¢ok yiiksek hizlarda hiicrelerin ugradigt mekanik hasar

nedeni ile siirecin olumsuz etkilendigi bildirilmistir.

Bu tez ¢calismasinda da, Box — Behnken yanit yiizeyi modellemesi ile insiilin A fiizyon
peptidi i¢in optimal calkalama hizi 100 — 140 RPM olarak saptanirken, insiilin B
flizyon peptidinin 160 — 200 RPM hizinda c¢alkama ile daha yiiksek ekspresyon
verimine ulastif1 belirlenmistir. Insiilin A zinciri iireten fabrika hiicrelerin mekanik
hasara daha duyarli oldugu, insiilin B zinciri {iretenlerin ise, daha iyi oksijenasyona
gereksinim duydugu diistiniilmiistiir.

Bakteri hiicrelerinin metabolik 6zellilerini etkileyen 6nemli faktorlerden biri de iginde
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bulunduklar kiiltiiriin fazidir. Bu tez ¢alismasinda, fabrika hiicrelerin protein liretimi
icin indiiklendiklerindeki biyokiitle yogunlugunun, ekspresyon verimi iizerinde etkili
oldugu Plackett — Burman tarama deney serisinde ve Box — Behnken yanit yiizeyi
modellerinde saptanmustir. Verimli insiilin A fiizyon peptidi iiretimi i¢in indiiklemeye
diisiik hiicre yogunlugunda baglanmasi gerekirken, insiilin B fiizyon peptidi i¢in 3
absorbansa varan optik yogunluklarda indiiklemenin daha basarili oldugu
belirlenmistir. Muhtemelen, insiilin B peptidi iireten kiiltlirlerin oksijenasyona daha
fazla gereksinim duymasi da yiikksek hiicre yogunlugundan kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte, kromatografik saflastirma sonunda daha diisiik miktarda insiilin B
flizyon peptidi elde edilmesinin nedeni, hiicrelerin mekanik hasar ile kaybediliyor

olmasi ile agiklanabilir (7,90,93).

Jensen ve arkadaslari, ortam pH'sinin rekombinant protein {iretiminde Onemli
oldugunu bildirmelerine ragmen, bu tez ¢alismasinda Plackett — Burman deney serisi

ile bu faktore ait bir ana etki gozlenmemistir (93).

Rekombinant protein liretim verimini belirleyen diger bir faktér de indiiksiyon
siiresidir. Indiiklenmis bir fabrika hiicre kiiltiiriinde protein sentez ve yikim hizi,
verimi belirleyen ana bilesenleri olusturmaktadir. Bunlara ek olarak inkliizyon cismi
olusumu, iiretilen proteinleri yikimdan koruyan faktorler arasida sayilmktadir (82). Bu
tez ¢alismasinda, maksimal miktarda insiilin A fiizyon peptidi tiretimi ig¢in 12 — 18
saatlik indiiksiyon siiresinin uygun oldugu belirlenmistir. Maksimal insiilin B fiizyon
peptidi tretimi i¢in ise 24 saatlik inkiibasyon siiresine gereksinim bulunmaktadir.
Insiilin A fiizyon peptidinin proteolitik aktiviteye B peptidinden daha duyarli oldugu,
ya da ilerleyen inkiibasyon siiresi boyunca, insiilin B zincirlerinin inkliizyon cismi

olusturmaya A zincirinden daha yatkin oldugu diisiiniilebilir (63,93,94).

Insiilin {iretim siirecinin kolaylastirilabilmesi, sentez sonrasi saflastirma ve dogru
stokiyometri ve konformasyonda disiilfid bag1 yapmis zincirlere sahip molekiillerin
verimli bir sekilde elde edilebilmesine baghdir. Bu amagla bir ¢ok farkli yaklasim

Onerilmistir (94,96,97). Calismamizda, zincirlerin fiizyon proteinler olarak ayri ayri
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dretilip saflagtirnllmasina ve ardindan proteolitik kesime ugratilarak yeniden
saflagtirllmasma, son olarak, indigenme - yiikselgenme ile disiilfid baglar

olusturulduktan sonra yeniden saflagtirilmasina dayanan bir strateji uygulanmaigtir.

Birgok protein fonksiyonel olabilmek i¢in intramolekiiler ya da intermolekiiler (alt
initeler arasi) disiilfid baglara gereksinim duymaktadir . Bakteriyel ekspresyon
sistemleri, sagladiklar1 tiim avantajlara karsin, bakteri sitoplazmasinin kuvvetli
indirgen ortami nedeni ile ({retilen proteinlerde disiilfid bagi olusumunu
desteklememektedir. Bu tez calismasinda rekombinant insan insiilin sentezi siireci,
insiilin A ve B zinciri fiizyon peptidlerinin bakteriyel sistem ile ayr1 fabrika hiicreler
ile ekspresyonu, afinite kormatografisi ile saflastirilmasi, N-terminal fiizyon
peptidlerinin uzaklastirilmasinin ardindan rediiksiyon — oksidasyon kimyasi ile insiilin
A — B heterodimerlerinin olusturulmas: ile tamamlanmistir. Intramolekiiler ya da
intermolekiiler in vitro distilfid bag1 olusturulmasi i¢in bir dizi yontem tanimlanmastir.
Bunlar arasinda, kat1 faz iizerinde kimyasal olarak sentezlenen peptidlerin kimyasal
gruplar ile “korunmus” sisteinler kullanilarak sentezlenmesi, sonrasinda kimyasal
yontemler ile “deprotection” yapilarak disiilfid baglarinin olusturulmas: da yer
almaktadir . Ancak, bu tiir yaklasimlar yiiksek maliyetler ve teknik zorluklar
icerdikleri i¢in kitlesel {iretime uygun degildir. Bu tez calismasinda, iiretim stiregleri
ile de uyumlu, zayif indirgen (B-merkaptoetanol) ve yiikseltgenin (H,O,) kullanildigi,

“distilfid bag1 yer degistirme” stratejisi tercih edilmistir .

Son {irtin analiz edildiginde, insiilin A-A ve B-B homodimer olusumunun goz ardi
edilebilecek diizeyde oldugu, ancak A-B heterodimer olusumunun ticari regiiler
insiilin preparatina gore verimsiz oldugu belirlenmistir. Disiilfid bagi olusumunun
veriminin artirilmasi i¢in, bu tez ¢aligmasinda mikrobiyal ekspresyon i¢in yapildigi
gibi fraksiyonel faktoryel deney tasarimi ve yanit yiizeyi modellemesi yontemlerinin

uygulanmasi onerilebilir.

Bir¢ok protein fonksiyonel olabilmek i¢in intramolekiiler ya da intermolekiiler (alt

tiniteler aras1) disiilfid baglara gereksinim duymaktadir (98,99). Bakteriyel ekspresyon
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sistemleri, sagladiklar1 tiim avantajlara karsin, bakteri sitoplazmasinin kuvvetli
indirgen ortami1 nedeni ile iiretilen proteinlerde disiilfid bagi olusumunu
desteklememektedir (2). Bu tez ¢alismasinda rekombinant insan insiilin sentezi siireci,
insiilin A ve B zinciri fiizyon peptidlerinin bakteriyel sistem ile ayr1 fabrika hiicreler
ile ekspresyonu, afinite kormatografisi ile saflastirilmasi, N-terminal flizyon
peptidlerinin uzaklastirilmasinin ardindan rediiksiyon — oksidasyon kimyasi ile insiilin
A — B heterodimerlerinin olusturulmas: ile tamamlanmistir. Intramolekiiler ya da
intermolekiiler in vitro disiilfid bagi olusturulmasi i¢in bir dizi yontem tanimlanmastir.
Bunlar arasinda, kat1 faz iizerinde kimyasal olarak sentezlenen peptidlerin kimyasal
gruplar ile “korunmus” sisteinler kullanilarak sentezlenmesi, sonrasinda kimyasal
yontemler ile ‘“deprotection” yapilarak disiilfid baglarinin olusturulmas:1 da yer
almaktadir (80). Ancak, bu tiir yaklagimlar yiiksek maliyetler ve teknik zorluklar
icerdikleri i¢in kitlesel {iretime uygun degildir. Bu tez caligmasinda, iiretim stiregleri
ile de uyumlu, zayif indirgen (B-merkaptoetanol) ve yiikseltgenin (H,O,) kullanildigi,
“distilfid bag1 yer degistirme” stratejisi tercih edilmistir (79,100).

Son iiriin analiz edildiginde, insiilin A-A ve B-B homodimer olusumunun g6z ardi
edilebilecek diizeyde oldugu, ancak A-B heterodimer olusumunun ticari regiiler
insiilin preparatina gore verimsiz oldugu belirlenmistir. Disiilfid bagi olusumunun
veriminin artirilmasi i¢in, bu tez ¢aligmasinda mikrobiyal ekspresyon i¢in yapildigi
gibi fraksiyonel faktoryel deney tasarimi ve yanit yiizeyi modellemesi yontemlerinin

uygulanmasi 6nerilebilir.

6.1. Sonug¢

Rekombinant insan instilini {iretimi i¢in

* A ve B zinciri fiizyon peptidlerini eksprese eden ayri hiicre bankalarmin

olusturuldugu,

* Dbakteriyel ekspresyonun fraksiyonel faktoryel deney tasarimi ve yanit ylizeyi
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modellemesi ile optimize edildigi,

* her iki insiilin flizyon peptidinin saflagtirilip sindirilerek insiilin A ve B

peptidlerinin elde edildigi,

* insiilin A ve B peptidlerinin arasinda, kitlesel iiretim siiregleri ile uyumlu bir

indirgenme — yiikseltgenme kimyasi ile disiilfid bag1 olusturuldugu

bu tez calismasinda, ¢alkalama hizinin, indiiksiyonun baslangis biyokiitle hiicre
yogunlugunun ve indiiksiyon siiresinin bakteriyel protein ekspresyonunda etkili
oldugu bulunmustur. Ekspresyon diizeylerinin artirilmasi i¢in kodon optimizasyonu
Escherichia coli'ye gore yapilmis ekspresyon vektorleri kullanilmasi ve in vitro

distilfid bagi olusumunun deney tasarimi ile optimize edilmesi Onerilebilir.
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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 kimyasal malzemeler

Katalog
Malzemenin Ad1 Markasi Numarasi Kullanim Amaci
Besiyeri
Agar (bakteriyel) Bioshop #AGROOI1.1 hazirlanmasi
Agaroz Bioshop #AGA001.500 Jel Elektroforezi
Akrilamid Bioshop #ACRO001.500 Jel 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
TK.010030.0250
Glasiyal asetik asit Tekkim 0 Tampon hazirlama
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Glasiyal asetik asit Bioshop #ACE222.1 Tampon hazirlama
Gliserol Bioshop #GLY002.1 Tampon hazirlama
Glisin Bioshop #GLNO0O1.1 Tampon hazirlama
#KIM-
GLN/01CP/1205
Glisin USP/BP Kimetsan 18 Tampon hazirlama
D(+) Glukoz monohidrat Aklar Besiyeri hazirlama
Guanidyum (guanidine DNA Izolasyonu
thiocyanate) Fluka 20980 Saflagtirma
Guanidyum (guanidine DNA izolasyonu
thiocyanate) Sigma #(G9277 Saflastirma
IPTG Protein 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 0ziitii (graniile) Merck 1.03753.0500  |Besiyeri hazirlama
Maya 06ziitii (toz) Bioshop #YEX401.1 Besiyeri hazirlama
Magnezyum klortir Besiyeri / Tampon
(MgCl2.6H20) 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
Sodyum asetat (NaOAC) Riedel 25022 DNA izolasyonu
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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 Protein izolasyonu
SDS (sodyum dodesil siilfat) Bioshop #SDS001.100  Tampon hazirlama
Stittozu Pynar PAGE Belirteci
TEMED Amresco #0761-50ML Jel Elektroforezi
Tris (hidrometil) aminometan Bioshop #TRS001.1 Tampon hazirlama
Trizma Baz Sigma T1503-1KG Tampon hazirlama
Tris hidroklortir Bioshop #TRS002.500  Tampon hazirlama
Tripton Conda Pronadisa|1612.00 Besiyeri hazirlama
Triton Protein izolasyonu
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EK 2 — Tez deneylerinde kullanilan enzimler ve kitler

Wizard® PCR Preps DNA Purification | Promega #A2180 |Saflagtirma

system

PierceTM  Blue Prestained Protein Thermo #26681 |SDS-PAGE

Molecular Weight Marker Mix Scientific belirtec

Taq polymerase Sibenzyme #E341 | PCR/PZT

Shrimp Alkaline Phosphatase Promega #M820B | Defosforilasyo

n

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

T4 DNA Ligase Fermentas #EL0014 | Ligasyon

Dnase I, Rnase-free Thermo #ENO0521 | DNA'dan
Scientific arindirma

EK 3 — Tez deneylerinde kullanilan laboratuvar cihaz ve gerecleri

Kullanilan Cihaz Markasi Katalog Numarasi
Calkalamali Inkiibator Shealab SL

Buz Makinesi Scotsman AF80

Sogutmali Santrifii IEC MICROCL 17R
(KUCUK) Thermo Centrifuge

Sogutmali Santrifiij (ORTA) |Sigma 3K30

Sogutmali Santrifiij Allegra X-15R
(BUYUK) Beckman Coulter Centrifuge

Orbital Shaker FinePCR SH30
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Shaker (JEL) Heidolph Unimax 1010
Thermal Cycler
(BIOMETRA) Biometra Thermocycler
DNA Engine Gradient
Thermal Cycler (BIORAD) |BioRad Cycler
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
Realtime Cihaz1 Roche Light Cycler 480
ELIX + MilliQ
Su Cihazi Millipore (Gradient)
Su Banyosu Lab Line Aquabath
MS Major Science Dry Bath
Kuru Is1 Blogu Incubator
Mikroskop Leica DM LS2
Floresan Mikroskop Zeiss Axio  Version 4.3
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Imager M1
Otoklav ALP
Vorteks Labnet VX100
Pastor Firim Memmert
Tart1 Shimadzu AX200/BX320H
Magnetik Karistiric Cimarec
Sonikator Sonics Vibra Cell

EK 4 — Tez Deneylerinde Kullanilan R-Kodlar:

# TODO: Add comment
#

# Author: cerencan

TibraryC'Frr2')

# factors with predefined Tevels

factorNamesL = Tist(temp = c(22, 37),
pH = c(5.5, 7.5),
ipg = .02, 0.2),
startod = (0.4, 0.8),
indTime = c(12, 24),

rmp = c(100, 200))

# RESPONSE: protein production

insA <- ¢
0.190217,
0.208589,
0.055472,
0.047904,

0.075075,
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0.062740,
0.073446,
0.039526,
0.063786,
0.067061,
0.223757,
0.068687,
0.119048,
0.139319,
0.142512,

0.249417

insB <- ¢(
0.279528,
0.027500,
0.123412,
0.074713,
0.276596,
0.062651,
0.236902,
0.111274,
0.045936,
0.066038,
0.154822,
0.054054,
0.178571,
0.203046,
0.204509,

0.208092

# replicating a fractional design s not so useful

insDesign <- FrR2(nruns = 16,

nfactors = length(factorNamesL),
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factor.names = factorNamesL,
replications = 1,

seed = 1024,
insADesign <- add.response(insDesign, insA)
insBDesign <- add.response(insDesign, insB)
TinmodInsA <~ Tm(insADesign)
summary(tinmodInsA)

TPlot(tinmodInsA)

TinmodInsB <- Im(insBDesign)

summary(linmodInsg)

.Box-Behnken deneysel tasarim R-kodu

# TODO: Add comment

#

# Author: doruk

Tibrary('DoE.wrapper”)
TibraryC'rsm')
bbdractors = Tist(
rpm = (100, 200),
indrime = c(12, 24),
startob = (0.4, 3.0)
)

bbdInsbesign <- bbd.design(nfactors = 3,

ncenter = 1,
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factor.names = bbdFactors,

seed = 1024

insAResponse <- ¢
0.054152,
0.1079812,
0.030822,
0.0951327434,
0.1821705,
0.1396104,
0.1488095,
0.036036,
0.0947368,
0.1552632,
0.126522,
0.145833,

0.0769231

insBResponse <- ¢(

0.073569,
0.083333,
0.11,
0.050724,
0.262357,
0.1174242,
0.185263,
0.1733333,
0.04467,
0.0702128,
0.1346154,
0.493038,

0.1122449

bbdInsbesign
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insADesignResponse <- add.response(design = bbdInsDesign, response = insAResponse)

insBDesignResponse <- add.response(design = bbdInsDesign, response = insBResponse)

# insA
fa= rsmformula(design = insADesignResponse,
degree = 2,

coded = FALSE)

TinmodInsA = rsm(formula = fa, data = insADesignResponse)

print(finmodInsA)

persp.Im(tinmodInsA, rpm ~ indTime, Zlab = insAResponse, )
contour.Im(tinmodInsA, rpm ~ indTime)

image.Im(tinmodInsA, pm ~ indTime)

persp.Im(tinmodInsA, rpm ~ startoD, Zlab = insAResponse, )
contour. Im(tinmodInsA, rpm ~ startoD)

image.Tm(tinmodInsA, rpm ~ starton)

persp.Im(tinmodInsA, startod ~ indTime, Zlab = insAResponse, )
contour.Im(linmodInsa, startoD ~ indTime)

image.Im(tinmodInsA, startoD ~ indTime)

# insB
fb = rsmformula(design = insBDesignResponse,
degree = 2,

coded = FALSE)

TinmodInsB = rsm(formula = fb, data = insBDesignResponse)

print(finmodInsB)
persp.Im(tinmodInsB, rpm ~ indTime, Zlab = insBResponse, )
contour. Im(tinmodInsB, rpm ~ indTime)

image.Im(tinmodInsB, rpm ~ indTime)

persp.Im(tinmodInsB, rpm ~ startoD, Zlab = insBResponse, )
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contour.lm(tinmodInsg, rpm ~ startod)
image.Im(tinmodInsg, rpm ~ startop)
ersp.Im(tinmodInsB, startoD ~ indTime, Zlab = insBResponse, )
corttour.Im(tinmodInsB, startoD ~ indTime)
image.Im(tinmodInsB, startoD ~ indTime)
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