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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

HEMATOPOETIK HUCRELERIN URETILMESI, COGALTILMASI VE
FARKLILASMASINDA GOREVLI EPO VE TPO’NUN MEDIKAL
BiYOTEKNOLOJIK URUN OLARAK URETILMESIi, SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

DUYGU DUZGUN

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI:DR. OGR. UYESI SECIiL ERDEN TAYHAN

Hematopoetik biiyiime faktorleri kan hiicrelerinin ¢ogalmasini ve farklilagmasini uyaran
sitokinlerdir. Eritropoetin (EPO) ve trombopoetin (TPO) baslica hematopoetik biiylime
faktorlerindendir. Eritropoetinin kirmizi kan hiicrelerinin olusumu iizerindeki etkisi iyi
bilinmektedir. Trombopoetin megakaryopoezi ve trombosit olusumunu uyarmaktadir.
Hematopoez sirasinda, EPO ve TPO sinerjik ve antagonistik bir sekilde etkilesime
girebilmektedirler. EPO ve TPO, reseptor baglama alanlarinda 6nemli bir homoloji
sergilemektedirler (% 20 6zdeslik ve % 25 benzerlik). Bu tez ¢alismasinda, insan EPO
proteininin rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak bakteriyel ekspresyon sisteminde
tiretimi gergeklestirilmistir. Bu ¢caligmanin ii¢ amaci, biyoinformatik ¢alismalar yapilarak
E.coli pET30a ekspresyon sistemine klonlanmis halde dizinin temin edilmesi; E.coli
BL21 pLysE hiicrelerine transformasyonu sonucunda rekombinant olarak ekspresyonu ve
saflagtirllmasi; endotel hiicreler i¢in biyolojik karakterizasyonunun belirlenmesidir.
Transforme hiicrelerin se¢imi uygun antibiyotikli besiyerinde gerceklestirilmigtir. EPO
His-etiketi ile eksprese edildi ve Nikel temelli afinite kromotografisi teknikleri saflagtirma
amaci ile kullanilmigtir. SDS-PAGE yontemi ile kalitatif olarak analiz edilmistir. Bu
caligsmada fiiretilen rekombinant EPO’nun biyolojik olarak aktifligi insan umbilikal ven
endotel hiicreleri (HUVEC) kullanilarak yapilan poliferasyon analizi ile belirlenmistir.
Bununla birlikte; insan TPO proteininin rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak maya
ekspresyon sisteminde iretimi i¢in c¢aligmalar gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada,
biyoinformatik ¢aligsmalar sonunda elde edilen pPIC3.5K-TPO vektorii yapay olarak
temin edilmistir. pPIC3.5K-TPO kontsriiktii lineer hale getirilmistir. Fakat Pichia
pastoris GS115 kompetent hiicrelerine tranformasyonu ve Pichia pastoris genomuna
entegrasyonu saglanamamastir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

PRODUCTION, PROPAGATION AND DIFFERENTIATION OF
HEMATOPOETIC CELLS PRODUCING, PURIFICATION AND
CHARACTERIZATION OF EPO AND TPO AS MEDICAL
BIOTECHNOLOGICAL PRODUCT

DUYGU DUZGUN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR:) ASST. PROF. DR. SECIiL ERDEN TAYHAN

Hematopoietic growth factors are cytokines that stimulate the proliferation and
differentiation of blood cells. Erythropoietin (EPO) and thrombopoietin (TPO) are the
main hematopoietic growth factors. The effect of erythropoietin on the formation of red
blood cells is well known. Thrombopoietin stimulates megakaryopoiesis and platelet
formation. During hematopoiesis, EPO and TPO may interact in a synergistic and
antagonistic manner. EPO and TPO exhibit significant homology in the receptor binding
domains (20% identity and 25% similarity). In this thesis, human EPO protein was
produced in bacterial expression system using recombinant DNA technology. The three
objectives of this study were to provide the sequence cloned into the E. coli pET30a
expression system by bioinformatics studies; Recombinant expression and purification by
transformation into E.coli BL21 pLysE cells; Biological characterization for endothelial
cells. The selection of transformed cells was carried out on the appropriate antibiotic
medium. EPO was expressed with His-tag and Nickel-based affinity chromatography
techniques were used for purification. It was analyzed qualitatively by SDS-PAGE
method. The biological activity of the recombinant EPO produced in this study was
determined by the polylation analysis using human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC). However; Studies have been carried out for the production of human TPO
protein in yeast expression system using recombinant DNA technology. In this study,
pPIC3.5K-TPO vector obtained as a result of bioinformatics studies is artificially
provided. The pPIC3.5K-TPO construct was linearized. However, the transformation of
Pichia pastoris GS115 into competent cells and its integration into the Pichia pastoris
genome could not be achieved.

2019,68 PAGE

KEY WORDS: Hematopoietic growth factors, recombinant DNA technology, E. coli,
Pichia pastoris
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1. GIRIS

Giliniimiizde rekombinant teknoloji iirlinii pek ¢ok biyolojik madde {iiretilmektedir. Bu
biyolojik maddeler arasinda, medikal biyoteknolojik ¢aligmalarda biiyiik bir dneme sahip
olan hematopoetik biiyiime faktdrleri de bulunmaktadir. Hematopoetik biiyiime faktorleri
olarak bilinen glikoprotein ailesi, hematopoetik Oncii hiicrelerin proliferasyonunda,
farklilagmasinda ve olgun kan hiicrelerinin aktivasyonunda Onemli roller

ustlenmektedirler.

Son zamanlarda hiicrelerin farklilagsmasin1 ve proliferasyonunu uyaran bir¢ok faktor
tespit edilmis ve ticari iiretime uygun hale gelmistir. Bunlarin arasinda yer alan
hematopoetik faktorlerin, periferal kan hiicre sayilarini arttirarak kanser, anemi,
notropeni, vb. tedavilerinde yaygin olarak kullanilabilir hale getirilmesi gliniimiizde

hedeflenmektedir.

Hematopoietik biiytime faktorleri (HGF); hematopoiezisin regiilasyonunu, hematopoietik
progenitor (Onciil) hiicrelerin  ¢ogalmasin1  ve farklilagmasini saglayan cesitli
glikoproteinlerdir. Medikal biyoteknolojik iirlin olarak genis kullanim alanina sahip
HBF’ler arasinda yer alan ve klinik ¢calismalarda siklikla kullanilan farklilagma faktorleri;

EPO ve TPO olarak bilinmektedir.

Periferal kan hiicrelerinin tiimii pluripotent kok hiicrelerinden ¢esitlenmistir. Bu hiicreler
yenilenebilir ve 6zel uyarima cevap veren herhangi bir kan hiicre tipine farklilasabilir.
Farklilasmada etkili olan bu faktorlerin spesifik uyaranlari kontrol etmesi klinik
uygulamalarda ¢ok o©nemlidir. Klinik c¢alismalarda siklikla kullanilan farklilagma
faktorlerinden bazilar1 eritropoetin  (EPO) ve trombopoetin (TPO) olarak da

bilinmektedir.

EPO ve TPO kemoterapi, radyoterapi ve kemik iligi transplantasyonuna baglh
trombositopenin ve ¢esitli kan hastaliklarinin (anemi, notropeni vb.) tedavisinde
kullanilmaktadir. Tedavi edici 6zellikte olan terapétik proteinler insan ve hayvanlardan
yeterli saflikta ve yiiksek verimde ve gerektigi kadar elde edilemezler. Bu nedenle

rekombinant DNA teknolojisi proteinlerin, bakteriler (en sik kullanilan E.coli) ve mayalar



gibi biyolojik fabrikalar olarak nitelendirilebilecek organizmalarda tiretilmelerine olanak
vermistir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda hematopoetik faktorlerden olan EPO’nun bakteriyel
ekspresyon vektoriinde rekombinant DNA  teknolojisi  kullanilarak  iiretimi
gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma ii¢ temel basamaktan olugmaktadir: EPO’nun uygun
E.coli (DH5a) susuna transforme edilerek gogaltilmasi islemi gergeklestirildikten sonra
E.coli mikroorganizmasinda iiretimi gerceklestirilmesi; iiretilen rekombinant EPO’nun
kantitatif analizinin yapilmasi; kantitatif analizi yapilan EPO’nun hem klinik hem de AR-
GE amach caligmalarda kulamilmak {izere biyoaktivasyon calismalar1 ile biyolojik

etkisinin tespit edilmesi saglanmistir.

Bununla birlikte ticari degeri oldukga yiiksek olan TPO’nun laboratuvarimizda mevcut
olan Pichia pastoris okaryotik ekspresyon sisteminde fretilebilmesi i¢in uygun
kompetent hiicrelerin hazirlanmistir. Hazirlanan kompetent hiicrelere transformasyon
islemi yapilmistir ve TPO’nun linerize hale getirilmesi gergeklestirilmistir. Fakat linerize

hale getirilen TPO’nun uygun kompetent hiicrelere transformasyonu saglanamamastir.



2. KAYNAK OZETLERI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL BILGILER

2.1. Rekombinant Protein Uretimi

Yiiksek verimli ¢caligmalar binlerce es zamanli biyolojik molekiillerinin tanimlanmasini
veya elde edilmesini saglayan ve boylece biiyiikk capli tekrarlamayr miimkiin kilan
arastirmalar olarak tanimlanmaktadir (Jia ve Jeon, 2016). Bu teknoloji ilk otomatik DNA
sekanslayicilarin gelistirildigi ve insan genom sekansinin baglatildigi zaman ortaya
cikmistir (Hsiao ve Kuo, 2006). Genomik sonras1 donemde; yiiksek verimli tekniklerin
kullanim1 DNA, RNA, proteinler, lipitler ve metobolitlerin 6l¢iilmesi agisindan ¢arpici
bir bicimde artmistir (Cameron ve ark., 2014). Sonug¢ olarak bu teknikler; kanser
biyolojisi, ekoloji, hiicre biyolojisi ve sistem biyolojisi ile ilgili ¢esitli biyolojik sorulari

yanitlamak i¢in basariyla uygulanmaktadir (Pepperkok ve Ellenberg, 2006).

Protein ekspresyonu ve saflastirma biyokimyada merkezi bir rol oynamaktadir.
Rekombinant proteinler prokaryotik sistemler (Escherichia coli ve Bacillus subtilis),
Okaryotik sistemler (maya, bocek hiicreleri ve memeli hiicreleri), veya in vitro sistemler
kullanilarak ifade edilebilir. E.coli sistemi, rekombinant protein ekspresyonunu
arastirmak icin ilk tercih edilen konuk¢udur. Bunun en Onemli sebepleri; E.coli
hiicrelerinin kolayca manipiile edilebilmesi, ucuz bir sekilde kiiltlirlenebilmesi ve hizla
biiyiimesi olarak belirlenmistir (Rosano ve Ceccarelli, 2014). Son yillarda, inkliizyon
cisimcigi, toksisite, protein inaktivasyonu, mRNA Kkararsizligi ve post-translasyonel
modifikasyonlarin eksikligini i¢eren bu sistem problemlerinin {istesinden gelebilmek i¢in
yeni suslar, vektorler ve etiketler gelistirilmistir (Khow ve Suntrarachun, 2012). E.coli
ekspresyon sistemi genis Ol¢iide incelenmistir. Fakat bu sistem kullanilarak yapilan
protein ekspresyonu ve saflastirilma iglemleri yogun bir emek ve zaman alicidir (Lesley,

2001).



2.2. Rekombinant Protein Uretiminde Kullanilan Ekspresyon Sistemleri

Proteinlerin rekombinant {iretimi bir DNA vektoriinde hiicrelerin istenen gen ile
transfekte edilmesidir. Daha sonra gen konukcu hiicresel makineleri kullanan bir proteine
dontismektedir. Bu eksprese edilen proteinler daha sonra hiicreleri pargalayarak bir
sonraki adim olan saflagtirma basamagina gecilmektedir. Hem prokaryotik hem de
okaryotik ifade sistemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Her iki sisteminde sahip oldugu
avantajlar ve dezavantajlar vardir. Protein tiirli, islevi ve istenen protein verimi gibi
ekonomik ve kalitatif yonlere bagli olarak 6zel bir ekspresyon sistemi secilmektedir.
Bakteriyel, maya, bocek ve memeli ekspresyon sistemleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica son yillarda arastirmacilar hiicresiz ifade sistemlerini de kullanmaktadir

(Anonima, 2019).

Rekombinant protein {riiniintin 6zellikleri ve kullanim amaci1 konukcu sisteminin
secimini etkileyecektir. Bu nedenle tek bir ‘ideal’ sistem bulunmamaktadir. Yaygin
olarak kullanilan ekspresyon sistemleri ve herbir sistemin 6rnek tiriinleri Cizelge 1.1°de

verilmektedir (Wyre, 2014).



Cizelge 1.1. Yaygin olarak kullanilan ekspresyon sistemleri

Expression

system Most common application Advantages Challenges
Mammalian ¢ Funclional assays o Highest-level * Gram-per-liter yields
* Structural analysis protein processing only possible ir‘\
body : « Can produce proteins suspension cultures
ek proguceon either transiently, or * More demanding
* Expression of compiex by stable expression culture conditions
pfolefns‘ 2 * Robust optimized transient
* Protein interactions sys(ems for rapid'
* Virus production ultrahigh-yield protein
production
* Functional assays ¢ Similar to mammalian * More demanding
. St ral analysi protein processing culture conditions than
e al : « Can be used in static prokaryotic systems
o Expression of 2 . ;
intracellular proteins or suspension cuiture  Production of recombinant
: baculovirus vectors is time
* Expression of consuming
protein complexes
¢ Virus production

o Structural analysis
¢ Antibody generation
e Funclional analysis
¢ Protein interactions

o Structural analysis

Eukaryotic protein processing

Scalable up to fermentation
{grams per liter)

Simple media requirements

¢ Fermentation required
for very high yields

o Growth condilions may
require optimization

¢ Scalable o Protein solubility
¢ Antibody generation ¢ Low cost * May require protein-
o Functional assays « Simple cuiture conditions specific optimization
* Protein interactions * May be difficult to express
some mammalian proteins

¢ Studying photosynthesis,

plant biology, lipid
metabolism

¢ Genetic engineering
* Biofuel production

Genetic modification and
expression systems for
photosynthetic microalgae

Superb experimental control
for biofuel, nutraceuticals,
and specialty chemical
production

Optimized system for rebust
selection and expression

* Nascent technology

* Less developed compared
to other host platforms

Cell-free ¢ Toxic proteins ¢ Open system; able to add  Scaling above multimilligram
* Incorporation of unnatural unnatural components quantities may not be costly
label or amino acids o Fast expression
¢ Functional assays * Simple format

* Protein interactions

o Transtational inhibitor
screening

2.2.1. Bakteriyel sistemler

Verimlilik agisindan, s6z konusu iiriin i¢in miimkiin olan en basit sistemi kullanmak
avantaj saglamaktadir. Bu bakimdan bayteriyel sistemler bir¢ok avantaja sahiptir: bunlar

basit organizmalardir ve maliyeti diisiik biliylime ortami kullanan nispeten basit



biyoreaktorlerde yiiksek tiriin verimliligi ile hizla biiyliyebilirler. Bu nedenle, mikrobiyal

konaklar rekombinant protein tiretimi islemleri igin avantajli olabilir (Wyre, 2014).

Bununla birlikte bakteriler, temel olarak daha karmasik olan 6karyotik proteinler iiretme
yeteneklerini igeren belirli sinirlamalara sahiptir. Ilk olarak, okaryotik proteinler
prokaryotlardan, ozellikle glikosilasyon, karboksilasyon, hisroksilasyon, siilfat ve
distilfiir bagi olusumunuda iceren transkripsiyon sonrasi modifikasyonlara (post-
transyonel modifikasyon) 6nemli 6l¢iide kalmaktadirlar (Walsh ve ark., 2006). Genellikle
post-transyonel modifikasyonlar islev veya farmosoétiik olarak kullanilan proteinler icin
immiinolojik cevaplar1 onlemek icin gerekli olabilir. Bakteriler ¢ogu post-transyonel
modifikasyonlari iiretmezler. Ornegin, dkaryotik hiicrelerde glikosile edilmis bir protein
E.coli’de iretildiginde glikositlenmemis olacaktir. Kismi veya dogal olarak glikosile
edilmis bir proteinin sentezi glikosilasyon yapilmadiginda islevselligini 6nemli 6lcilide

sinirlandirabilir.

E.coli’de 210 kDa proteininin iiretildigi rapor edilmis olmasina ragmen, bakteriler daha
biiylik rekombinant proteinlerin sentezinde zorluklar ile karsilagmaktadir (Doekel ve ark.,
2002; Palomares ve ark., 2004), tipik olarak <30 kDa proteini iiretmek igin bakteri sistemi
kullanilmaktadir (Demain ve Vaishnav, 2009).

E.coli’'ye ek olarak, Bacillus subtilis ve Baacillus megaterium gibi bakterilerde
rekombinant protein {iretimi i¢cin konuk¢u olarak kullanilmistir. Bakteriler genellikle
endotoksin iiretmedikleri ve sekresyonda daha verimli olduklar1 ic¢in giivenli

organizmalar olarak kabul edilmektedirler (Palomares ve ark., 2004).

2.2.2. Maya

Ozellikle Saccharomyces cerevisiae ve metilotrofik mayalar olan Pichia pastoris ve
Hansenula polymorpha gibi birgok maya rekombinant protein iiretiminde
kullanilmaktadir (Nielsen, 2013). Mayalarin yiiksek hiicre yogunluklarina ve ytiksek

verimde rekombinant protein iiretmede nispeten diger sistemlere gore basit ve ucuzdur.



Ek olarak, mayalar proteinleri salgilar ve glikosile edebilir. Ancak mayadaki
glikosilasyon memeli hiicrelerinkinden 6nemli 6l¢iide farklidir ve {iriin fonksiyonunu

olumsuz yonde etkileyebilir (Walsh, 2010).

2.2.3. Memeli ekspresyon sistemi

Terapotik protein ve asilarin tiretimi i¢in ideal bir ekspresyon sistemidir. Bu ekspresyon
sisteminde, viral bazli vektdrlerin yani sira plazmid bazli vektorler de (adenoviral vektor,
vaccinia vektor), istenen geni kiiltiirlenmis memeli hiicrelerine transfekte etmek igin
kullanilmaktadir. Bu yontemde proteinler hem gegici hem de stabil hiicre kiiltiirleriyle
ifade edilebilir. Bu sistem istenen doniisiim sonrasi modifikasyonlar1 ve uygun protein
katlanmasini saglamaktadir. Bu yontemin temel dezavantajlari; yavag hiicre biiyiimesi,
pahali ortam ve kiiltiir kosullar (siirekli CO2 beslemesi, pahali transfeksiyon reaktifleri)
nedeniyle yiiksek verimde protein iiretim maliyeti olmaktadir. Yiiksek protein verimi
sadece siispansiyon kiiltiirleri ile elde edilebilir. Ornegin. Cin Hamsteri Yumurtalik
(Chinese Hamster Ovarian (CHO) ) hiicreleri, Insan Embriyonik Bobrek (HEK 293)

hiicreleridir (Rosano ve Ceccarelli, 2014).

2.3. Pichia Pastoris

Metilotrofik maya Pichia pastoris ¢esitli uygulamalar i¢in iretilmesi amaglanan
rekombinant proteinlerin ekspresyon sistemi olarak kullanilmaktadir. Tek bir karbon
kaynag1 olarak metanol, glikoz, gliserol veya etanol igeren ucuz ortamlarda hizla
biiytimektedir. P. pastoris bir¢ok post-translasyonal modifikasyon yapar ve hiicre i¢i veya
hiicre dis1 olarak rekombinant proteinler iiretmektedir. Bu 6zelliklerinden dolayi, P.
pastoris; biyoteknoloji, ilag endiistrisi ve arastirmacilar igin oldukg¢a tercih edilen bir

konak organizma haline gelmistir (Ozgelik ve ark., 2019).

Pichia pastoris ekspresyon sistemi ¢esitli rekombinant heterolog proteinlerin tiretimi i¢in
basariyla kullanilmaktadir (Weinacker ve ark., 2014). Pichia pastoris’de rekombinant
protein {iretimi diger Okaryotik ve prokaryotik ekspresyon sistemlerine gore ¢esitli
avantajlara sahiptir: (1) yiiksek hiicre yogunluklu fermantasyon kolaylig1 ile birlikte hizl
biiyiime hiz1; (2) endotoksin ve bakteriyofaj kontaminasyonunun giderilmesi; (3) iyi

karakterize edilmis maya ekspresyon vektorlerinin genetik manipiilasyon kolayligi; (4)



polipeptit katlama, glikosilasyon, metilasyon, asilasyon, ve alt hiicre bolimlerini
hedeflemeyi igeren ¢esitli post-translasyonel modifikasyonlar; ve (5) maya hiicrelerinin
hasadi olmadan biiyiime ortamindan saflastirilabilen salgilanmis proteinleri iiretme
yetenegine sahip olmasidir (Li ve ark., 2007). Tiim bu 6zellikler Pichia pastoris’i hem
temel laboratuvar arastirmalar1 hem de endiistriyel iiretim i¢in kullanigli bir sistem haline

getirmektedir (Weinacker ve ark., 2014).

P.Pastoris’in yiiksek salgilama kapasitesine ve metanol kaynakli alkol oksidaz (AOX1)
ile indiiklenebilen promotoérlere sahip olmasi bu sistemi tercih edilebilir hale
getirmektedir. Fakat metanol {izerinde biiyiime, yiliksek oksijen ihtiyaci, yiiksek 1s1
iretimi ve yanici bir substrat kullanimu i¢in giivenlik onlemleri gibi endiistriyel 6lgekte

tiretim i¢in teknolojik problemlere sahiptir (Zahrl ve ark., 2017).

Genellikle bir¢ok bilimsel ¢alismada rekombinant protein iiretimi alkol oksidaz geninin
(AOX1) promotoriiniin kontrolii altinda gerceklestirilmektedir. AOX1 promotdrii
metanol tarafindan indiiklenir ve glukoz ve etanol tarafindan bastirilmaktadir. Son
yillarda AOX1 promoterinin diizenleme mekanizmalar1 ¢aligilmaktadir. Rekombinant
protein iretiminde kullanilan bir baska promotér ise gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojenazdan (GAP) elde edilmektedir. Son ¢alismalar pAOX1 ve pGAP'a ek olarak

yeni tanimlanmis P. pastoris'in promotdrlerini arastirmaktadir (Ozgelik ve ark., 2019).

2.4. Hematopoetik Biiyiime Faktorleri

Hematopoetik biiylime faktorleri (HGF'ler) olarak bilinen glikoproteinler ailesi; ilkel
hematopoetik kok ve progenitor hiicrelerin ¢ogalmasinda, farklilasmasinda ve hayatta
kalmasinin yan1 sira bazi olgun hiicrelerin fonksiyonel aktivasyonunda onemli bir rol
oynamaktadir. Bu etkilere HGF'lerin hedef hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilen spesifik
reseptorlere yiiksek afinite baglanmasi aracilik etmektedir. Hematopoetik biiylime
faktorlerinin (HGF'ler) uygulanmasiyla kemik iligi yetmezliginin diizeltilmesi veya

iyilestirilmesi, hematopoezde aragtirmanin ana pratik amaci olmustur ve olmaya devam



etmektedir. Bununla birlikte, bu amac¢ hematopoetik biiylime faktorii ailesinin
karakterizasyonuna yol agan doku kiiltiirii ¢alismast ve saflastirilmis hormonlarin in
vitro ve in vivo ¢aligmalarda yorumlanmasina saglamak amaciyla yeterli miktarda
tiretilmesine izin veren genleri saglayan rekombinant DNA teknolojisi olmadan elde
edilememistir (Sieff, 2019).

1960'larin basindaki Oncii ¢aligmalarla baglayarak, normal ve losemik kan progenitor
hiicrelerinin yar1 kat1 kiiltiirde ¢6ziinilir biiyiime faktorlerinin varliginda ¢ogalabildigi
kabul edilmistir (Bradley ve Metcalf, 1966). Bu faktorler, yar1 kati bir ortama
yerlestirilmis kemik iligi hiicreleri tarafindan kan hiicrelerinin olusumunu destekleme

yeteneklerinden dolay1 koloni uyarici faktorler (CSFs) olarak adlandirilmiglardir.

1970'lerde ve 1980'lerde, farkli faktdrlerin varliginda biiyiiyen farkli koloni tiirlerine
dayanan c¢ok sayida CSFs tiirii oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu gozlem, kan hiicrelerinin
biliylimesinin ve farklilagmasinin, progenitdr hiicrelerin farkli soy 06zellikleri olan
CSF'lere maruz birakilmasiyla kontrol edildigi hipotezini ortaya ¢ikarmistir. 1980'lerde
ve 1990'1arda bu faktorlerin birgogu ve reseptorleri i¢in genlerin molekiiler
klonlanmasindan sonra, rekombinant CSF’larin yapisi, iglevi ve biyolojisinin yani sira
ilgili genlerinin molekiiler biyolojisinin detayli olarak incelenmesi miimkiin olmustur. Bu
analiz, bagisiklik sistemindeki hiicrelerin diizenlenmesi ile ilgili benzer ¢alismalarin yani
sira, su anda genel olarak hematopoetik ve bagisiklik sistemlerini kontrol eden ve
biitiinlestiren sitokinler veya lenfohematopoetik sitokinler olarak bilinen genis bir
etkilesimli diizenleyici molekiil ailesinin var oldugunun farkina varmistir (Metcalf,

1994).

Bu etkilesimli sitokin agi, interferonler, interlokinler, timér nekroz faktorleri ve
hematopoetik biiyiime faktorlerini (koloni uyarici faktorler dahil) icermektedir. HGF'lerin
ve reseptorlerinin basarili bir sekilde klonlanmasi, hematopoezin molekiiler ve hiicresel

biyolojisinin analizi i¢in in vivo ve in vitro olarak ¢esitli faktorlerin biyolojisinin



degerlendirilmesi amaciyla rekombinant proteinlerin {iretimi igin inanilmaz bir dizi

saglamistir (Sieff ve ark, 2019).

2.5. Eritropoetin ve Trombopoetin

Eritropoetin (EPO), glikoprotein yapisindadir ve kemik iliginde eritroid seride yer alan
onciil hiicrelerin yapimini uyarir. Eritrosit maturasyonunun tamamlanmasi esas gorevidir.
Ayrica, diger baska faktorlerle birlikte, megakaryositopoiezi uyarici ve trombosit say1sini

artirict bir etkiye sahiptir (Demircan ve ark., 1994).

Kemik iligindeki eritrosit onciil hiicrelerinin farklilasmasini destekleyen ve eritrositler
i¢in sitokin gorevi goren glikoprotein yapida bir biliylime faktorii olan EPO, eritroid
serinin  Onciil hiicrelerinden olgun eritrositlerin  ¢ogalmasi, farklilasmasit ve
olgunlagmasini saglamaktadir. Insan EPO proteini 165 aminoasitten olusmakta ve 30 kDa

molekiil agirligina sahip olup %40 karbonhidrat igermektedir (Inoue ve ark., 1995).

Yetigkin bireylerde bobrekte iiretilirken fetal donemde karacigerde {iretilmektedir.
Normal bobrek, oksijen teminine elverisli eritrositleri korumak i¢in EPO {iretimini
gerceklestirmektedir. Dolayisiyla bobrek yetmezligi, EPO iiretiminin yetersizliginden
dolay: siddetli anemi ile sonuglanabilmektedir. Bu ornekte de goriildiigii lizere anemi
hastalarinda uzun siiren EPO tedavisi uygulanmasi kaginilmazdir. Ancak bu, EPO’nun

siirli miktarlarindan dolay1 zordur (Inoue ve ark., 1995).

Ik olarak 1890’larda anemik hayvanlarin serumunda bulunan EPO, ¢cogu arastirmacilar
tarafindan 1950 yillarindan itibaren ¢esitli kaynaklardan izole edilmeye g¢alisiimistir.
Sonunda Miyake ve Goldwaser aplastik anemi hastalarinin idrarlarindan yiiksek aktivite
gosteren EPO’yu saflastirmislardir. Bu yillarda yapilan calismalarda, saflastirilmis
kaynaktan elde edilen EPO geninin yapisal ve karakteristik bilgileri bu genin klonlanmasi

ile ivme kazanmistir (Inoue ve ark., 1995).
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EPO dializ ve predializ asamasindaki hastalarin kronik renal yetmezligine sekonder
anemilerin tedavisinde, kronik hastalik anemisinde, kemoterapiye baglh kemik iligi
supresyonunda ve AIDS’li hastalarin zidovudine ile tedavileri sirasinda gelisen
anemilerin tedavisinde; eritrositler seriyi uyarmak amaci ile kullanilmaktadir (Demircan
ve ark., 1994). Rekombinant DNA teknolojisi 6ncesinde EPO’nun idrardan izole edilmesi,
hedef hiicrelerin heterojenitesi ve az miktarlarda protein izole edilebilmesi gibi
durumlardan dolay1 teknik kisitlamalar ve zorluklar tasimaktaydi. Ozellikle bobrek
yetmezligine bagli anemi goriilen hastalara kan transfiizyonu ile eritropoetin saglanmasi,
hemoliz, kan ile enfeksiyon tasinmasi, hizli uygulama gerektirmesi, uygulama sonrasinda
diyaliz gerektirmesi ve asir1 demir depolanmasi gibi dezavantajlara sahiptir ve hasta

refahin1 da olumsuz etkilemektedir.

Trombopoetin (TPO), megakaryositopoezin ve kandaki trombosit seviyelerinin primer
hiimoral diizenleyicisi olan hematopoetik bir faktoriidiir (Hoffman ve ark., 1996). TPO,
in vitro olarak megakaryositlerin biiylime ve olgunlagmasin1 uyaran bir seri spesifik
sitokin olmasinin yaninda in vivo da gii¢lii bir trombopoetik biiyliime faktoriidir (Kuter
ve ark., 2002). Onciil hiicrelerden olan megakaryositlerin proliferasyon ve olgunlagmasini
etkileyen, bir seri spesifik sitokin olan trombopoetinin; dolasim sistemindeki mevcut

trombosit seviyelerinin ana fizyolojik diizenleyicisi olduguna inanilir.

Trombosit seviyelerinin ana fizyolojik diizenleyicisi olan TPO’nun hiimoral bir faktor
oldugu 1958’de Keleman ve ark., tarafindan belirtilmistir (Lok ve ark., 1994). TPO
glikoprotein yapisinda olup baslica promegakaryoblastlara ve olgunlagma evrelerindeki
mega-karyositlere etki ederek endomitozu, hiicre biiylikliiglini ve sitoplazmik
olgunlasmay1 arttirir. Megakaryositlerden trombositlerin {iretimini ve salinimini saglar.

Dolasimdaki trombosit sayis1 TPO iiretiminin diizenleyicisidir (Demircan ve ark., 1994).

Yakin zamanlardaki c¢aligmalar, kemik iligindeki megakaryositlerin boyutu ve
sayisindaki artisa neden olan trombositlerin sayisin1 diizenleyen TPO’nun,
trombositopenik hayvanlarin plazmasinda bir aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.

Sayisiz laboratuvar ¢alismalarinda cesitli hiicre hatlarindaki kosullu ortamlardan ve
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trombositopenik plazmadan TPO’nun saflastirilmasi ve karakterizasyonu denenmistir
(Lok ve ark., 1994). TPO’nun aktivitesi; ploidizasyon, trombosit spesifik proteinlerin
ekspresyonu ve radyoaktif isaretli siilfiir bilesiklerinin bilesimi ile Olgiilen in vivo
trombosit tiretimin de i¢inde bulundugu birkag kriter ile analiz edilir. Ancak TPO’nun
kesin tespiti, baz1 agir biyoanalizler ve baslangic maddelerinin diisiik spesifik aktivitesi

ile engellenmistir (Lok ve ark., 1994).

Insan trombopoetini, kemoterapi, iritasyon ve kemik iligi transplantasyonu ile iliskili
trombositopenilerin iyilestirilmesi i¢in potansiyel bir terapotik glikoproteindir. hTPO
(human trombopoein) cDNA’s1 koloni uyarici faktorler ve interlokinler gibi sitokinlerin
neredeyse iki kati biiyiikliigiinde olan 332 aminoasitle proteini sifrelerler (Sung ve ark.,
2004). Olgunlasan protein iki bolge icerir. Bu bolgeler; eritropoetin ile homoloji gosteren
ve ana biyolojik aktivitenin oldugu amino-terminal bolgesi ve 6 adet N-glikozillenme

bolgesi igeren karboksi terminal bolgesidir (Sung ve ark., 2004).

TPO; EPO’dan hem etki sekli hem de molekiil agirlikli olarak farklidir. Hipoksi,
eritropoezi stimule ettigi halde trombopoezi etkilemez ve hatta diisiik PO2 trombopoezi
inhibe edebilir. Ancak deney hayvanlarinda yiiksek doz EPO uygulanmasinin trombosit
tiretimini stimule edebilecegi gosterilmistir. Bu etki EPO ve TPO’in molekiiler yap1
olarak benzer 6zellikler tagimalart ve yliksek dozlardaki EPO’nun megakaryositler seri
hiicreleri tizerindeki TPO reseptorlerini uyarabilmeleri ile agiklanmaya calisilmaktadir

(Demircan ve ark., 1994).

12



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adx

Firma-Model

Agaroz jel elektroforez seti

Biorad

Elektroporator Multiporator/Ependorf Eparotor
Mikrodalga firin Arcelik- MD500

PCR makinesi Biorad- DNA Engine

Gii¢ kaynagi Biorad

(SDS ve agaroz jel elektroforezi i¢in)

Cizelge 3.1. (Devami) Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad Firma-Model

Termostatl1 blok 1sitict

Spin cihaz1

Calkalayici inkiibator
Mikro santrifiyj

-80 dondurucu

Otoklav

UV/VIS Spektrofotometresi
Etiiv

Ultra santrifiij

Isiticili manyetik karistiric

13

Biorad-Bio TDB-100
Biosan-Combi Spin FVL 2400N
Biosan-ES 20
Hettich
Hettich
HMC-Hirayama
Denovix DS-11 FX+
Memmert
Vision-VS 30 000i
Velp Scientifica ARE



Buzdolab1 Vestel-GTP 455A

Kar makinesi Vision
Calkalayici inkiibator Zhicheng-ZHWY-111C
Inverted mikroskop Olympus CKX41
CO2’li inkiibator Esco

Laminar akish steril kabin Esco Airstream

Sirkiilatorlii su banyosu

Sogutmali santrifiij

Niive

Niive

3.1.2. Kullamilan kimyasallar

Calismada kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzeme/Kit

Maya ekstrakt
Ampisilin
Metanol

PMSF

SDS

Tripton

Pepton

Tris

Orange G
Etidyum bromiir

dNTPs

Firma

Difco
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Serva
BD BactoTM
Merk
Sigma Aldrich
Alfa Aeasar
ICN

Biobasic
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Cizelge 3.2 (Devami) Kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler

Maya ekstrakti
NaCl

MgClI2
MgS04.7H20
DTT

Agar
YPD-agar
Gliserol
Tris/HCI

SDS

EDTA

Etanol
Metanol

Tris

Ni-NTA Agaroz

LabM
Carlo Erba
Riedel de Haén/ Qiagen
Riedel de Haén
Applichem
BD BactoTM Agar
BD BactoTM Agar
Euromedex
Amresco
Serva
Amresco
Merck
Merck
Sigma

Qiagen

Cizelge 3.2 (Devami) Kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzeme/Kit Firma
Imidazol Merck
DMSO Merck
Diyaliz Membramn Spectro/Por
Akrilamid Amresco
APS Biorad
TEMED Biorad
HCI Merck
B-merkaptoetanol Merck
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Bromfenol Blue

Glisin

Coomassie Brillant Blue

Glasiyel Asetik Asit

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
FBS (Fetal Bovine Serum)

Pancreac
Merck
Ambresco
Merck
Biochrom

Capricorn

DMSO (hiicre kiiltiirii igin) Origen Biomedical
PBS Biochrom
Tripsin-EDTA Biochrom
MTT Alfa Aeasar
Jelden DNA saflastirma kiti Geneaid
Plazmid DNA saflagtirma kiti Geneaid
G418 disulfate salt Sigma-aldrich
3.1.3. Kullamilan enzimler

Calismada kullanilan enzimler Cizelge 3.3 deverilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan enzimler

Enzim Firma
Sac | Takara
Blg Il Takara

3.1.4. Kullanilan cozeltiler

Tampon cozeltiler ve hazirlanislari

Tris-HCI tamponu (100 mM pH 8) (100 ml): 1,21 gr Tris yaklasik 90 ml saf suda

coziildiikten sonra pH HCI ile 8’e ayarlanarak toplam hacmi saf suyla 100 ml’ye

tamamlanmis +4°C’de saklanmustir.
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Tris-HCI stok ¢ozeltisi (1 M pH 7.4) (1 litre): 121.14 gr Tris 800 ml deiyonize suda

¢Oziilmiis konsantre HCI ¢6zeltisi ile pH 7.0 olarak ayarlandiktan sonra toplam hacim
deiyonize su ile 1 litreye tamamlanmustir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanmistir. +4°C’de

saklanmustir.

%10 Gliserol stok ¢ozeltisi (50 ml): 100 ml gliserol 900 ml deiyonize suda ¢oziilerek 0.22

um’lik steril filtreden gegirilmistir. +4°C’de saklanmustir.

10X Dekstroz ¢ozeltisi: 200 ml D-glikozu 1000 ml su i¢inde ¢oziilmiistiir. Daha sonra 15

dakika otoklavlanarak sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir. 0.22 um’lik steril filtreden

gecirilmis ve +4°C’de saklanmistir.

Fosfat tamponu (100 mM pH 7.4) (1 litre): 7.8 gr NaH2PO4.2H20 bir miktar saf su

igerisinde ¢oziildiikten sonra derisik HCI ile pH 7.4’¢ ayarlanarak son hacim 1 litreye

tamamlanmistir. +4°C’de saklanmustir.

10X Elektroporasyon ¢ozeltisi (pH 7.4) (25mM Tris, 10mM MgCi2) (50ml): 0.15 gr Tris

ve 0.1 gr MgCl2 50 ml deiyonize suda ¢Ozlilmiistiir. 5 ml’sine 45 ml deiyonize su
eklenerek 1X kullanim konsantrasyonuna seyreltilmistir. pH 7.4 olarak ayarlandiktan

sonra 0.22 ul’lik steril filtreden gecirilerek steril edilmistir. +4°C’de saklanmustir.

DTT ¢ozeltisi (50 mM) (50 ml): 0.386 gr DTT 50 ml deiyonize suda ¢oziildiikten sonra

0.22 pl’lik steril filtreden gegirilerek steril edilmistir. -20°C’de saklanmistir.

Yikama cozeltisi (10 mM DTT, YPD, 40 mM HEPES)(pH 8.0) (50 ml): Onceden
hazirlanmis ve steril olan 10 ml 50 mM DTT, 20 ml 100 mM HEPES ve 20 ml YPD

karistirilarak steril sisede +4°C’de saklanmistir.

MTT ¢ozeltisi (Smg/ml): 5 mg MTT, 1 ml divalent katyonlar1 igermeyen (Ca+2 ve Mg+2)

icermeyen fosfat tamponu (pH 7.0) igerisinde ¢ozilmistir. -20°C’de karanlikta

saklanmustir.

PBS c¢ézeltisi (1litre): 8.766 gr NaCl, 0.296 gr NaH2PO4 ve 2.9 gr Na2HPO4
karigtirtlarak pH degeri 0.5 M NaOH ile 7.0 olarak ayarlanmigstir. +4°C’de karanlikta

saklanmustir.

17



Sivi ve kat1 besiverleri

LB/LB Agar Besiyeri: 25 gr LB (Luria-Bertani) dehidre besiyeri 1 litre distile suda

¢oOziilmustiir. 2 adet stok sisesine 400’er ml olacak sekilde ve lizerine 6’sar gr agar ilave
edilip otoklavlanarak sterilize edilmistir. Kalan LB ¢6zeltisi yaklasik 5 ml olacak sekilde
deney tiliplerine konulmus ve agiz kisimlart aliminyum folyo ile kapatilarak

otoklavlanarak sterlize edilmistir.

YPD-agar Besiyeri: 10 gram yeast extract ve 20 gram pepton 900 ml distile su i¢inde

¢Oziilmiis ve otoklavlanmistir. Otoklav islemi tamamlandiktan sonra steril 100 ml 10X

dekstroz eklenmistir. +4°C’desaklanmustir.

Sodyum Dodesil silfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforezi ve giimiis boyamada

kullanilan ¢ozeltiler

Aywrma jeli tamponu: 18,2 gr Tris (1,5 M) ve 0,4 gr SDS (%0,4 w/v) yaklasik 90 ml saf

suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 M HCl ile 8,8 ayarlanip toplam hacmi saf suyla 100

ml’ye tamamlanmustir.

Yiikleme jeli tamponu (4xTris-HCI/SDS): 6,05 gr Tris (0,5 M) yaklasik 90 ml saf suda

¢oziildiikten sonra pH’s1 1 M HCl ile 6,8 ayarlanip toplam hacmi saf suyla 100 ml’ye
tamamlanmis. 0,4 gr SDS (9%0,4 w/v) ilave edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

Numune tamponu (2x): 25 ml 4x Tris-HCI/SDS (pH®6,8), 20 ml gliserol (%20 w/v), 4 gr

SDS (%4 w/v), 2 ml B-merkaptoetanol, 1 mg bromfenol mavisi ve 53 ml suyun

karistirilmasiyla hazirlanmistir. -20°C’de muhafaza edilmistir.

Amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi(%10w/v): 0,1 gr APS 1 ml saf suda ¢oziildii.

SDS-PAGE yiiriitme tamponu(5X): 15 gr Tris, 72 gr glisin ve 5 gr SDS yaklasik 900 ml

suda ¢oziildiikten sonra toplam hacmi saf suyla 1000 ml’ye tamamlanmaistir.

Jel boyama ¢ézeltisi: 0,5 gr Coomassie brillant blue 250 ml metanol, 50 ml glasiyel asetik

asitte ¢coziildiikten sonra toplam hacim saf suyla 500 ml’ye tamamlanmustir.

Boya uzaklastirma ¢ézeltisi: 250 ml metanol ve 50 ml glasiyel asatik asit karistirilarak

toplam hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlanmaistir.
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Sabitleyici ¢ozelti: 100 ml metanol , 24 ml asetik asit ve 100 pl formalin (%35°lik

formaldehit ¢6zeltisi) 67 ml distile su karistirilarak hazirlanmastir.

Yikama ¢ézeltisi: 73 ml etanol ve 127 ml distile su karistirilarak hazirlanmustir.

Sodyum tiyosiilfat ¢ozetisi (%0.02 Na2S203): 0.04 gr sodyum tiyosiilfat 200 ml distile

suda ¢Ozllmistiir.

Giimiis nitrat ¢ozeltisi( %0.2 AgNO3, %0.076 formalin): 0.4 gr AQNO3 200 ml distile

suda ¢oziiliir ve 152 pl formalin(%35°1ik formaldehit ¢ozeltisi) eklenmistir.

Karbonat ¢ézeltisi (%6 Na2CO3, %0.05 formalin, %60.0004 Na25203): 24 gr Na2CO3,
200 pl formalin (%35°lik formaldehit ¢ozeltisi) ve 8 ml %0.02 Na2S203 392 ml distile

suda ¢oziilerek elde edilmistir.

Durdurucu ¢ozelti (%50 metanol, %12 asetik asit) : 100 ml metanol, 24 ml asetik asit ve

76 ml distile su karistirilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢cozeltiler

Etilendiamin tetra asetik asit (0,5 M pH 8 EDTA): 186,1 gr Na2EDTA.2H20 700 ml saf

suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 M NaOH ile 8,0’e ayarlanarak toplam hacim saf suyla

1000 ml’ye tamamlanmistir.

Tris Asetat EDTA (50xTAE) tamponu: 242 gr Tris, 57,1 ml glasiyel asetik asit, 100 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) bir miktar suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 glasiyel asetik asitle 8,5’¢e

ayarlanarak toplam hacim saf suyla 1000 ml’ye tamamlanmugtir.

Ornek yiikleme boyasi (6x): 25 mg bromfenol mavisi ve 3 ml gliserol saf su ile iyice

karistirilarak toplam hacmi 10 ml’ye tamamlanmustir.

Protein saflastirmada kullanilan cozeltiler

NaH2P0O4-Na2HPO4 tamponu (100 mM pH 7,6): 65 ml 0,2 M NaH2PO4 ve 0,2 M 435

ml Na2HPO4 karistirildiktan sonra toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmaistir.

Yiikleme tamponu (100 mM NaCl-100 mM NaH2PO4-Na2HPO4 pH 7,6): 2,92 gr NaCl
500 ml NaH2PO4-Na2HPO4 tamponunda (100 mM pH 7,6) ¢oziilmiistiir.
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Yikama tamponu (25 mM imidazol 100 mM NaCIl-100 mM NaH2PO4-Na2HPO4 pH 7,6):
0,85 gr imidazol, 2,92 gr NaCl 500 ml NaH2PO4-Na2HPO4 tamponunda (100 mM pH

7,6) ¢coziilmistiir.

Eliisyon tamponu (300 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH2PO4-Na2HPO4 pH
7,6): 10,21 g imidazol, 2,92 g NaCl 500 ml NaH2PO4-Na2HPO4 tamponunda (100 mM
pH 7.,6) ¢oziilmiistiir.

Refolding (Yeniden Katlama) icin kullanilan ¢cozeltiler

Siispansiyon Tamponu: 50 mM Tris-HCI (pH:8.0), 1 mM DTT, 2 mM PMSF olacak

sekilde saf suda ¢oziilmiistiir.

Restispansiyon Tamponu: 50 mM Tris-HCI (pH:8.0), %2.5 triton X-100, %20 siikroz

olacak sekilde saf suda ¢oziilmiistiir.

Cozme (Solubilizing) Tamponu: 50 mM Tris-HCI (pH:8.0) 8 M Ure pH:8.0 olacak sekilde

saf suda ¢Oziilmiistiir.

Yeniden Katlama (Refolding) Tamponu: 100 mM Tris-HCI, 10 mM DTT, %20 gliserol

pH:8.0 olacak sekilde saf suda ¢oziilmiistiir.

Diyaliz Cozeltisi: 100 mM NacCl igeren 20 mM Tris HCI, pH:8.0 olacak sekilde saf suda

¢Ozlilmiistiir.

3.2. Yontem

3.2.1. EPO ve TPO geninin optimizasyonu ve sentezi

EPQ’va ait sekans dizisinin elde edilmesi:

Rekombinant olarak iiretimi amaglanan ve GenBank: AGW15567.1 erisim numarasina
sahip EPO genine ait niikleotit sekansina NCBI (The National Center for Biotechnology
Information) veri tabani kullanilarak ulasilmistir. insana ait EPO’a ait sekans dizisi 579
baz cifti biiyikliigiinde ve 194 aminoasitlik bir proteinin ekspresyonundan sorumludur.

Bu proteinin biiyiikliigii ise 21.8 kilodaltondur.
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EPO’nun kodon optimizasyonu:

Insan EPO geninin E.coli K12 mikroorganizmasinda yiiksek verimde ekspresyonu igin
hedef genin ilk olarak belirlenen organizmaya gore optimizasyon igleminin yapilmasi
gerekmektedir. Kodon optimizasyonu i¢in Jcat (The Codon Adaptation Tool) veri taban
kullanilmistir. Bu veri tabani bir proteine ait DNA sekansimnin prokaryotik/dkaryotik
konuk¢u hiicrelerde yiiksek verimlilikte iiretimi saglayabilmek i¢in uygun sekans

dizisinin elde edilmesinde kolaylik saglamaktadir.

Optimize edilmis EPO dizisinin pET30a vektor sistemine gore optimizasyonu:

Kodon optimizasyonu gergeklestirilen EPO geni pET30a vektor sistemine klonlanmasi
hedeflenmistir. Bunun igin vektor sistemine ait ¢oklu klonlama bdélgesinde bulunan
restriksiyon enzim kesim bdlgelerinden uygun olan iki tanesi secilmistir. Bu restriksiyon

enzimlerinin hedef geni i¢ bolgesinden kesmemesine dikkat edilmistir.

Optimize edilmis dizinin amino ucuna Ndel-6HIS-TOL-Tev ve kesim bélgesi Kpn
eklenmistir. Bu histidin etiketi hedef proteinin biiyiime ortamindan afinite kromotografisi
ile saflastirilmasina olanak saglamaktadir. Optimize edilmis dizinin karboksil ucuna stop
kodonu (TGA) eklenmistir. Stop kodonunun ardindan Kpnl ve BamHI enzim kesim

bolgeleri eklenmistir.

Optimize edilmis EPO dizisinin yapay olarak sentezi:

Optimize edilen dizinin yapay sentezi Biomatik firmasi tarafindan gergeklestirilmistir.
Dizi E.coli pET30a ekspresyon sistemine Ndel ve BamHI enzimleri ile klonlanmis halde

temin edilmistir.

TPQO’va ait sekans dizisinin elde edilmesi:

Rekombinant olarak iiretimi amaglanan ve GenBank: AAB03393.1 erisim numarasina

sahip TPO genine ait niikleotit sekansina NCBI (The National Center for Biotechnology
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Information) veri tabani kullanilarak ulasilmustir. Insana ait TPO’a ait sekans dizisi 1059
baz ¢ifti bliyiikliiglinde ve 353 aminoasitlik bir proteinin ekspresyonundan sorumludur.

Bu proteinin biiytikligi ise 37.9 kilodaltondur.

TPO’nun kodon optimizasyonu:

Insan TPO geninin Pichia pastoris organizmasinda yiiksek verimde ekspresyonu igin
hedef genin ilk olarak belirlenen organizmaya goére optimizasyon igleminin yapilmasi
gerekmektedir. Kodon optimizasyonu igin farkli veri tabanlari (Jcat-The Codon
Adaptation Tool, vs) kullanilmistir. Bu veri tabanlar1 bir proteine ait DNA sekansinin
prokaryotik/6karyotik konukgu hiicrelerde yiiksek verimlilikte tiretimi saglayabilmek i¢in

uygun sekans dizisinin elde edilmesinde kolaylik saglamaktadir.

Optimize edilmis TPO dizisinin pPIC3.5K vektor sistemine gore optimizasyonu:

Kodon optimizasyonu gerceklestirilen TPO geni pPIC3,5K vektor sistemine klonlanmasi
hedeflenmistir. Bunun i¢in vektor sistemine ait coklu klonlama bdlgesinde bulunan
restriksiyon enzim kesim bolgelerinden uygun olan iki tanesi se¢ilmistir. Bu restriksiyon

enzimlerinin hedef geni i¢ bolgesinden kesmemesine dikkat edilmistir.

Optimize edilmis dizinin amino ucuna BamHI-Apal-PIR-Sacll-6HIS-TEV ve kesim
bolgesi eklenmistir. Bu histidin etiketi hedef proteinin biiyiime ortamindan afinite
kromotografisi ile saflastirilmasina olanak saglamaktadir. Bununla birlikte, PIR dizisi;
hedef proteinin dogal formunda biiylime ortamina salinabilmesi i¢in gereklidir. Optimize
edilmis dizinin karboksil ucuna stop kodonu (TGA) eklenmistir. Stop kodonunun

ardindan Mlul, Ecorl ve Notl enzim kesim bolgeleri eklenmistir.

Optimize edilmis TPO dizisinin yapay olarak sentezi:

Optimize edilen dizinin yapay sentezi Biomatik firmasi tarafindan gergeklestirilmistir.
Dizi Pichia pastoris pPIC3,5K ekspresyon sistemine BamHI ve Notl enzimleri ile

klonlanmig halde temin edilmistir.
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3.2.2. HBF genlerinin uygun E.coli susuna transforme edilmesi

Optimizasyon sonucu siparis edilen genler Biomatik firmasindan liyofilize halde
gelmistir. Liyofilize halde gelen genler 40 ul nuclease-free suda vortekslenerek iyice
¢oziilmistiir. Ardindan -20 °C ‘muhafaza edilmistir. -20 °C ‘ye kaldirilan genlerin
konsantrasyonu nanodropda 260 nm’de absorbans degeri okunarak 100 ng/ul olarak
belirlenmistir.

Not: Siparis edilen genler istenilen vektor sistemi iginde gelmistir. Vektor sistemleri

asagidaki tabloda verilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Siparis edilen genleri tasiyan vektor sistemlerinin adi

Istenilen Gen Genin Istenildigi Vektor Sistemi
Eritropoetin (EPO) pET30a
Trombopoetin (TPO) pPiC3.5K

Nanodropta konsantrasyonlar1 belirlenen plazmitler (EPO-pET30a/TPO-pPiC3.5K)
cogaltilmak amaciyla E.coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir. Transformasyon

islemi asagida verilen protokol takip edilerek gerceklestirilmistir;

% -80 °C’den buz banyosu ile alinan kompetent hcrelerden 200 pL alinarak tizerine 1
pL plazmit (EPO-pET30a/TPO-pPiC3.5K) ilave edilmis ve 1 saat buz banyosunda
bekletilmistir.

% Transformasyon karigimi 1 saatin ardindan 2 dakika 42 °C’de 1s1 sokuna maruz
birakilmistir.

¢ Ardindan tekrar buz banyosuna alinarak 5 dakika bekletilmistir.

% Transformasyon karigiminin iizerine 300 uL. LB (Luria Bertani) besiyeri eklenerek
37 °C’de 240 rpm’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

% Inkiibasyonun ardindan her bir transformasyon karisimi segici besi yeri iceren petriye

sprader ile yayild1 ve 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.

Not: EPO-pET30a plazmitinin kanamisin, TPO-pPIC3,5K plazmitinin ampisilin

antibiyotigine direng¢ geni bulunmaktadir.
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3.2.3. Bakteriyel ekspresyon sisteminde EPO’nun iiretimi

Biomatik firmasi tarafindan E.coli pET30a ekspresyon sistemine Ndel ve BamHI
enzimleri ile klonlanmis halde temin edildigi i¢in deneysel ¢aligsmalara, rekombinant
konstriiktiin ekspresyon hiicrelerine transformasyonu ile baglanmistir. Ekspresyon igin
uygun hiicreler olan E.coli BL21 pLysE hiicreleri transformasyon islemi

gerceklestirilmeden 6nce kompetent hale getirilmistir.

E.coli BL21 pLysE hiicrelerinin kompetent hale getirilmesi:

X/

< Bir gecelik s1v1 E.coli kiiltiirtiniin 1 m1’si 50 mL LB besiyerine inokiile edildi ve 37
°C’de ODeoo(Optik Dansite): 0,5-0,7 olana kadar inkiibe edilmistir.

% Inkiibasyon sonunda kiiltiir steril bir falkon tiipiine konularak +4 °C’de 5000 rpm’de
10 dk santrifiijlendi. LB besi yerinde olusan siipernatant kismi atilmistir.

¢ Pelet lizerine 50 mL soguk FSB eklenip vortex kullanilarak siispanse edildi ve 1 saat
buz banyosunda bekletilmistir.

¢ 1 saatin ardindan hiicre siispansiyonu +4 °C’de 4000 rpm’de 5 dk daha santrifiijlenme
islemine tabi tutulmustur.

¢ Santrifiijiin ardindan siipernatant uzaklastirildi. Pelet lizerine 8 mL soguk FSB

eklenip yavagea siispanse edildi ve iizerine 560 uL. DMSO (%100°liik) ilave edilip 3

saat buz banyosunda inkiibasyona birakilmistir.
3 saatin ardindan hiicreler kompetent hale getirilen hiicre siispansiyonu 600’er pL’lik
kiiciik hacimler halinde sogutulmus steril ependorf tiiplerine konuldu ve -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

Kompotent hale getirilen E.coli BL21 pLysE hiicrelerine rekombinant konstriiktiin

transformasyonu

% Sogutulmus steril ependorf tiipiine 200 uL bir 6nceki islem basamaginda hazirlanan

kompetent hiicre siispansiyonu konulmustur.
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X/
°

200 uL kompetent hiicre siispansiyonu tizerine 1 pL plazmid DNA (EPO-pET30a)
eklendi ve 1 saat buzda bekletilmistir.

1 saatin ardindan 42 °C’lik su banyosunda 1s1 sokuna maruz birakildiktan sonra tekrar
5 dk buzda bekletilmistir.

Transformasyon karisiminin tizerine 300 pL LB besi yeri eklendi ve 37 °C’de 240
rpm’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

LB agar segici besi yerine (200 mL LB-agara 200 pL 50 mg/ml’lik kanamisin ve 34
mg/ml’lik kloramfenikol ¢6zeltisi ilave edilerek peri kaplarina dokiilerek LB agarin
katilagmast beklendi.) ekim yapilarak 37 °C’de bir gece boyu inkiibasyona

birakilmustir.

pET30a-EPO Proteininin iiretilmesi (indiiksiivonu)

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

pPET30a-EPO plazmit DNA’s1 ile transforme olmus ve koloni olusumu gozlemlenen
BL21 pLysE petrilerinden birer koloni alinarak; 4 pL 50 mg/ml kanamisin ve 4 L
34 mg/ml kloramfenikol ihtiva eden 4 mL’lik steril LB tiiplerine inokiile edildi ve
240 rpm 37 °C’de bir gece inkiibe edimistir.

Ertesi sabah steril 600 mL’lik erlenlerde iiretime gegilmistir. E.coli BL21 pLysE
hiicreleri ekilecek erlenlere 600 pL 50 mg/ml kanamisin ve 600 pL. 34 mg/ml
kloramfenikol eklenmistir. Bir giin 6nce ekilen ve biiyime goriilen tiiplerdeki hiicre
kiiltiiriilerinden 1‘er ml 600 ml‘lik LB besiyeri iceren 2 L°‘lik erlenlere inokiile
edilmistir. 240 rpm 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Her saat bagi 600 nm’deki absorbanslar1 okunarak yetistirilmistir. Erlenlerdeki
kiiltiirlerde OD:0,5-0,7 arasinda bir degere ulastiginda, 1 M 600 pL IPTG (izopropil
B-D-1 tiyogalaktopiranozid) ile indiiklenmistir.

IPTG ile 4 saatlik inkiibasyonun ardindan erlenler alinarak; 250 mL’lik santrifiij
tiiplerinde, +4 °C’de 8000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenme islemi gerceklestirilmistir.
Toplanan E.coli BL21 pLysE hiicreleri -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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E.coli BL21 pLysE hiicrelerinin parcalanmasi

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

-20 °C’de muhafaza edilen indiiklenmis haldeki E.coli BL21 pLysE hiicreleri buza
gomiildii. Uzerine 100 mM Tris tamponundan (pH = 7,5) 50 mL eklenerek siispanse
hale getirilmistir.

Siispansiyona 100 mM benzamidinden 100 pL eklendi ve vortekslendi. Uzerine 100
mM PMSF’den 100 pL eklendi ve buz lizerine alinmistir.

E.coli BL21 pLysE hiicreleri buz banyosuna gémiilii halde 3 mm ucu olan sonikatorle
7-8 tur yapilarak 1.5 saat pargalama islemi gergeklestirilmistir.

Par¢alanmayan hiicreleri ayirmak amaciyla +4 °C’de 6000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendi. Slipernatant ayr1 bir tiipe alindi. Pelet iizerine 25 mL Tris tamponu
eklenerek onceki islemler tekrar edilmistir.

Bu sekilde tekrarlanan islemlerin ardindan parcalanan hiicreleri i¢eren siipernatantlar

birlestirilmistir.

Ultrasantrifiyj ile proteinlerin ayrim

Siipernatant 30 000 rpm’de ve +4 °C’de 1 saat santrifiijlenerek, karisimdaki hidrofobik

proteinler ve diger hidrofobik hiicre materyalleri ¢oktiirtilmiistiir.

Afinite kromatografisi ile EPO proteininin saflastirilmasi

X/
°

X/
L X4

Saflagtirma yapilacak olan polikarbonat kolan icerisine ‘“NI-NTA Agaroz Resin’’
rec¢ineden (nikel bagl dolgu maddesi) 500 pL konulduktan sonra, kolon 50 mL 100
mM Tris/HCL (pH:7,5) tamponuyla yikanmustir.

Santrifiij sonrasinda alinan protein karigimi kolona tatbik edildi ve kolondan gelen
biitlin fraksiyonlar toplanmustir.

Protein yiiklenmis kolon 50 mL 100 mM Tris/HCL (pH = 7,5) tamponuyla yikanarak
kolonda tutunmusg diger proteinlerin ayrilmasi saglanmistir.

Kolondan tutunmayan proteinleri iyi bir sekilde uzaklastirabilmek adina 25 mL 10
mM imidazol iceren yikama tamponu ile yikanarak kolona tutunmus diger

proteinlerin ayrilmasi saglanmigtir.
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*

¢ 300 mM imidazol i¢eren, 100 mM Tris/HCL (pH = 7,5) tamponuyla kolona tutunmus
olan protein 250 pL’lik fraksiyonlar halinde 20 mL ile eliie edildi ve biitiin

fraksiyonlar toplanarak +4 °C’de saklanmistir.

SDS-PAGE ile EPO proteininin kalitatif analizi

Rekombinant EPO proteininin kantitatif olarak analiz edilmesi amaciyla SDS-PAGE
islemi %12’lik ayirma jeli ve %4’liik yiikleme jeli kullanarak gerceklestirilmistir (Cizelge
3.5).

Cizelge 3.5. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan bilesenler ve oranlari

Bilesenler %4’liik %12’lik
Yiikleme Jeli (ml) Ayirma Jeli (ml)
Saf su 2.55 4
%40 akrilamid 0.35 2.7
Ayirma jeli tamponu 3 2.25
Yiikleme jeli tamponu 1 -
%10 Amonyum persiilfat (APS) 0.05 0.05
N,N,N’ N-tetrametiletilendiamin  0.01 0.02
(TEMED)

Toplanan her fraksiyondan ve yikama sonrasi elde edilen ¢ozeltilerden aliman 100 pL’lik
numuneler 100 pL jel yiikleme tamponuyla karistirilip, 100 °C’de 3 dakika denatiire
edilerek oOnceden hazirlanan SDS-PAGE (sodyumdodesiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi) jelinin kuyucuklarina 10’ar pL yiiklenmistir.

SDS-PAGE tamamlandiktan sonra distile su ile yikanan jel sonrasinda Coomassie mavisi
ile boyandi. Boyanan jelden boya destain soliisyonu ile uzaklastirildiktan sonra bir
tarayici ile taranarak jel goriintiisii dijital ortama alinmigtir.

Rekombinant EPO proteini icin inkliizyon Cisime¢igi olusumunun azaltilmasi

SDS-PAGE goriintiisiine gére EPO proteininin pelette oldugu gozlemlenmistir. Sonugta
elde edilmeye calisilan proteinin inkliizyon cisimcikleri seklinde ¢oktiigli anlasilmistir.

Hiicrelerin inkliizyon cisimcigi olusturmasini engellemek i¢in Rosetta Gami 2 (DE3)
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hiicreleri kompetent hale getirilmistir (Bkz: baslik 3.2.3) ve hazir hale getirilen kompetent
hiicrelere DNA’nin  (pET30a-EPO) 1s1  soku ile
gerceklestirilmistir (Bkz: baglik 3.2.3.1). Sonrasinda 2 farkli sicaklikta (37 °C ve 27 °C),
2 farkli IPTG konsantrasyonu (I mM ve 0.1 mM) iki farkli besiyeri (M9 minimal besi

plazmit transformasyonu

yeri ve LB besiyeri) ve bu parametrelerin kombinasyonlarinda Rosetta Gami 2 (DE3)

hiicreleri yetistirilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Inkliizyon cisimcigi olusumunun azaltilmasi denemeleri

Sicakhik IPTG
konsantrasyonu
Besiyeri 37°C 27°C
Minimal 4 saat 12 saat I mM IPTG
Besiyeri inkiibasyon inkiibasyon
(M9)
Minimal 4 saat 12 saat 0.1 mM IPTG
Besiyeri inkiibasyon inkiibasyon
(M9)
LB Besiyeri | 4 saat 8 saat I mM IPTG
inkiibasyon inkiibasyon
LB Besiyeri | 4 saat 8 saat 0.1 mM IPTG
inkiibasyon inkiibasyon

Rekombinant EPO proteini icin refolding (yeniden katlama)

Inkliizyon cisimciginin olusumu ilgili baslik altinda verilen deneysel calismalarla
engellenemediginden proteinin inkliizyon cisimcikleri ¢oziilerek yeniden katlanmasiyla

elde edilmesine karar verilmistir. Bu siiregte asagidaki protokol kullanilmastir:

¢ Rosetta Gami 2 (DE3) hiicrelerinde 37°C’de ve LB besiyerinde biiyiitiilen hiicreler
OD:0.6 oldugunda 1 M IPTG ile indiiklenmis ve indiiklemeden 6 saat sonra toplandi.
Toplanan hiicreler -20°C’ye kaldirilmastir.

+¢ -20°C'den alinan hiicreler Tris-HCI tamponu (50 mM tris, 0.1 mM DTT, 2 mM PMSF

pH:8.0) ile siispanse hale getirilmistir. Siispanse hiicrelere lizozim enzimi de eklenerek
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90 dk sonikatorle pargalanmistir. Pargcalamanin sonrasinda 12 000 rpm de 15 dk
santrifiij yapilmistir. Santrifiijle elde edilen pelet iki kez resiispansiyon buffer (50 mM
tris-HCI (pH:8.0), %2.5 triton X-100, %20 siikroz) ile siispanse edilerek yikanmis
(5ml/g) ve pelet 12 000 rpm de 15 dk santrifiijle toplanmustir.

Yikanan pelet 8 M fire igeren 50 mM Tris-HCI buffer (pH:8.0) ile (5ml/g) 5 saat
nazik¢e karistirilarak ¢oziilmistiir. Sonrasinda 12 000 rpm'de 15 dk santrifii
yapilmustir. Elde edilen siipernatant iizerine damla damla soguk refolding (yeniden
katlama) buffer (100 mM tris-HCI, 10 mM DTT, %20 gliserol (pH:8.0)) final protein
konsantrasyonu 0.2 mg/ml'den az olacak sekilde eklendi ve 16 saat 4°C'de nazikge
kanistirllmistir. Sonrasinda 12 000 rpm de 15 dk santrifiij yapildi. Sonrasinda
stipernatant alinarak 100 mM NaCl igeren 20 mM Tris HCI (pH:8.0) diyaliz edilmistir.
Diyaliz tirtini yiikleme tamponuyla (100 mM Tris/HCl (pH:7.5)) yikanmis Ni-NTA
agaroz i¢eren kolana tatbik edilmistir. Kolondan gelen biitiin fraksiyonlar toplanmustir.
Protein yiiklenmis kolon 10 mM imidazol igeren 100 mM Tris/HCI (pH:8) tamponuyla
yikanarak kolonda tutunmus diger proteinlerin ayrilmas: saglanmistir. Sonrasinda 300
mM imidazol iceren, 100 mM Tris/HCl (pH:8) tamponuyla kolona tutunmus olan
protein eliie edilmistir. Toplanan her fraksiyondan alinan numuneler jel yilikleme
tamponuyla karistirllmistir, 100°C'de 2 dakika denatiire edilerek dnceden hazirlanan
SDS PAGE jelinin kuyucuklarina yiiklenmistir. Sonrasinda boyanan jel fazla boyasi

cikarildiktan sonra bir tarayici ile taranarak dijital ortama alinmustur.

rEPO’nun biyoaktivasyon calismalari

PET30a-EPO vektdr sisteminde gelen genimizin ekspresyonu gerceklestirilmis olup

kantitatif analizi yapilmistir. rEPO ‘nun klinik ve AR-GE amaglhi ¢alismalarda

kullanilmak tizere biyoaktivasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Endotel hiicreleri icin DMEM besi ortaminin hazirlanmasi:

Insan gobek bag1 endotel hiicreleri (HUVEC -Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
rekombinant EPO proteininin endotel hiicrelerinin canliligina olan etkisinin arastirilmasi

amaciyla DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besi ortaminda %5 CO2 igeren
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nemli 37° C’lik etiivde aseptik kosullar géz Oniinde bulundurularak gelistirilmislerdir.

Gerekli olan besi ortaminin igerigi asagida belirtilmistir.

DMEM besi ortaminin icerigi;
e  DMEM( Dulbecco’s Modified Eagles Medium)

e %1 L-glutamin
e %15 FBS (Fetal Bovine Serum)

e 960.1 gentamisin

Endotel hiicrelerinin ¢oziilmesi ve Kiltirii:

-80 °C’de muhafaza edilen cryo-tiip 3/4’li ¢Oziinlinceye kadar 37°C su banyosunda
bekletilmigstir. Dis kismi alkolle silinerek steril edilen cryo-tiip laminar akish kabinde
onceden 37°C’ye 1sitilmis yaklagik 1 ml besi ortami ilave edilmistir ve cryo-tiip igcerigi
bir santrifiij tiipiine gecirilerek toplam hacim 10 ml’ye ulasincaya kadar besi ortamu ilave
edilmistir. 800 rpm de 5 dk 4°C de santrifiij edilen hiicrelerden besi ortami
uzaklagtirnlmigtir. Boylece besi ortami ile birlikte kriyoprotektan (DMSO)
uzaklastirllmistir. Hiicreler Oonceden hazirlanmis ve 37°C sicaklifa ulagsmis olan
antibiyotikli DMEM besi ortami ile siispanse edildikten sonra yaklagik 12 ml besi ortami
ile karistirilarak %5 COzigeren nemli 37° C’lik etlivde biiylimeye birakilmistir. Yaklasik
2 saat inkiibasyonun ardindan hiicreleri kiiltlir kabina tutunup tutunmadiklarini inverted
mikroskop altinda inceleyerek gozlenmistir. 24-48 saat inkiibasyon siirelerinde hiicrelerin

bliyiimeleri inverted mikroskop ile incelenmistir.

Endotel hiicrelerinin pasajlanmasi ve dondurulmast:

Besi ortamindaki nutrientlerin tilkenmesi hiicre kiiltiiriinlin iireme hizinin diismesine ya
da hiicrelerin 6liimii ile sonuglanabilmektedir. Bu sebepten dolay1 inverted mikroskop
altinda ¢ogaldiklar1 yiizeyi %70-80 oraninda kaplayan HUVEC Kkiiltiirlintin bir kism
dondurularak saklanirken bir kisminin besi ortaminin degistirilmesi ile kiiltiirline devam

edilmistir.
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Pasajlama islemi sirasinda kullanilacak olan DMEM besi ortami, PBS (Ca+2, Mg+2
icermeyen) ve Tripsin-EDTA sicak su banyosunda bekletilerck 37 °C sicakliga
ulagsmalar1 saglanmistir. Malzemeler ve inkiibatordeki hiicreleri igeren kiiltlir kab1
laminer flow kabine alinmadan 6nce %70’lik alkol ile steril hale getirilmistir.
Kiiltiir kabindaki besi ortamu atik kabina yavascga dokiilerek uzaklastirilmistir.
Kiiltiir kabinin ytizeyi PBS ile bir kez yikanmistir. Bunun i¢in kiiltiir kabinin hiicre
bulunmayan yiizeyine dogru PBS ilave edilmistir (5 ml/25 cm?) ve hiicreler {izerinde
PBS yavasca dolastirildiktan sonra PBS atik kabina bosaltilarak uzaklastirilmistir.
Hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden kalkmalari amaci ile 1 ml Tripsin-EDTA ¢6zeltisi
hiicrelerin iizerine birakilmistir. Tripsin-EDTA ¢ozeltisini ilave edildikten sonra
37°C’deki inkiibatorde yaklasik 2-3 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Yiizeyden ayrilmayan hiicreler i¢cin mekanik etki uygulanmistir ve inverted
mikroskopta hiicrelerin ylizeyden ayrildiklart gézlemlenmistir.

Hiicrelere toksik etki gosteren Tripsin-EDTA ¢06zeltisinin serumlu besi ortamu ile
inaktivasyonu gergeklestirilmistir. 8-10 ml besi ortami ilave edilmistir ve pipet
yardimiyla kopiik olugsmamasina 6zen gosterilerek hiicreler besi ortaminda siispanse
edilmistir.

Santrifiij islemi 6ncesinde hiicre sayimai i¢in 100 pl hiicre stispansiyonu 100 pl tripan

mavisi ile pipet yardimiyla homojenize edilmistir.

Hiicre Sayimu:

Thoma lami iizerine birakilan bir miktar hiicre slispansiyonun 10X biiyiitme ile inverted

mikroskopta saymmi gerceklestirilmistir. 4 biiylik karede hiicreler hemositometre ile

sayllmistir. Hemositometre ile sayim yapildiginda yaklasik olarak bir karede 60 canli

hiicre oldugu gozlemlendi ve toplam 4 karede 240 canli hiicre sayilmistir.

Thoma laminda sayim sonucu toplam hiicre miktarini hesaplayabilmek icin kullanilan

formiil:

Ax10*xSF/ Toplam sayilan kare

A Sayilan karelerdeki toplam hiicre sayis1

10*: 0.1mm?3 deki sayim sonucu 1ml’deki say1ya doniistiirmek igin katsay1

SF: Seyreltme faktorii
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Sonug olarak hiicre konsantrasyonu 240x10.000x2/4=12x10° h/ml olarak belirlenmistir.
10 ml 6rnek oldugu igin; 12x10° h/mlx10ml= 12 milyon hiicre hesaplandi. 12 milyon

hiicre oldugu i¢in pasajlama orani 1/4 olarak belirlenmistir.

¢ Hiicre silispansiyonunun yarisi pasajlama diger yarisi dondurma i¢in kullanilmistir.
Bu yiizden hiicreler ikiye boliinerek iki ayri steril santrifiij tiiplinde 800 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras: iistte kalan besi ortamu steril sartlarda
uzaklastirildiktan sonra, kalan az miktar besi ortami ile hiicre peleti homojenize
edilmistir. Stispanse hale getirilen hiicreler tizerine 6 ml taze besi ortam1 eklenmistir.

¢ Pasajlama oranm1 1/4 oldugu i¢in 3’er ml hiicre siispansiyonu 2 adet steril kiiltiir
kaplarina ilave edilmistir. 9 ml taze besi ortamu ilavesi ile kiiltiir hacmi 12 ml olarak
tamamlanmigtir. Etiketlenen kiiltlir kaplar1 37°C deki % 5 CO2 igeren inkiibatorde
inkiibe edilmistir.

¢ Diger santrifiyj tiiptindeki hiicreler dondurularak saklamistir. Bunun igin hiicre pelleti
elde edildikten sonra 0,4 ml DMSO ve 3,6 ml serum (SBS) karistirilarak 4 ml
dondurma ortami hazirlanmistir.

¢ Hiicreler dondurma ortamu ile birlestirildikten sonra 4 cryo-tiip 1’er ml olacak sekilde

hizlica boliinmiistiir. Hazirlanan cryo-tiip -80° C’de saklanmistir.

Rekombinant EPO’nun endotel hiicre biiyviimesine olan etkisi (MTT Testi):

Rekombinant EPO’nun HUVEC Kkiiltiiriiniin canlilig {izerine olan etkisi MTT testi ile
belirlenmistir. Bu deneyde spektrofotometrik analiz ile 100-0.0781 mg/ml ve 80-0.0781
mg/ml iki farkli baslangi¢ konsantrasyon araliginda rekombinant EPO’nun etkin
konsantrasyonu degeri dilusyon islemi yapilarak arastirilmistir. Negatif kontrol olarak
EPO’nun i¢inde bulunmadigt DMEM besi ortam1 kullanilmistir. MTT testi su sekilde
gerceklestirilmistir:
< 100 pl hiicre siispansiyonu (= 4x10° hiicre/kuyucuk) 96 gozlii steril hiicre kiiltiirii
platelerin belirlenen kuyucuklarina en az {i¢ tekrarli olacak sekilde pipetleme islemi

yapilarak hiicreler esit bir sekilde dagitilmistir.
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Hiicreler 96 gozli steril hiicre kiiltlirii platelerinde 37°C’deki % 5 CO2 igeren
inkiibatorde inkiibe edilmistir.

24 saat inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin besi ortami uzaklastirilmistir. Besi
ortami (DMEM) ile 100-80 mg/ml konsantrasyonlarindan seyretilen rekombinant
EPO ve negatif kontroliin belirlenen konsantrasyonlardaki dilusyon ornekleri
kuyucuklara belirlenen plate diizenine gore ilave edilmistir. 24. saat sonra MTT testi
sonuclarini almak iizere hiicreler 37°C’deki % 5 COz2 igeren inkiibatdrde inkiibasyona
birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii platelerinin besi ortami uzaklastirilmistir ve
hiicrelerin lizerine 0,5 mg/ml konsantrasyonda MTT igeren besi ortami1 eklenir.
Hiicreler karanlikta 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatorde 3 saat siire ile inkiibe edildikten
sonra her bir kuyucuga 100 uL. DMSO eklenip, 5 dakika boyunca hiicreler karanlikta
bekletilmistir. Boylece DMSO eklenmesi ile formazan kristallerinin ¢dziinmesi
saglanmustir.

Mikroplaka okuyucu cihaz ile 570 nm dalga boyunda plakalarin absorbans degerleri
kaydedilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri ‘Graphpad’ programi kullanilarak 6érneklerin en etkili
oldugu konsantrasyonun yarisi olarak tanimlanan EC50 degerleri ng/ml cinsinden

hesaplanmuistir.
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Cizelge 3.7. Rekombinant EPO ve negatif kontroliin uygulama konsantrasyonlari

mg/ml EPO NK
100 0.7635 0.784286
80 0.923875 0.784286
50 0.910675 0.784286
40 0.931 0.784286
25 0.9819 0.784286
20 0.929425 0.784286
12,5 0.8559 0.784286
10 0.8781 0.784286
6.25 0.8859 0.784286
5 0.919075 0.784286
3.125 0.863975 0.784286
2.5 0.818425 0.784286
1.5625 0.9087 0.784286
1.25 0.90535 0.784286
0.78125 0.8105 0.784286
0.625 0.81315 0.784286
0.390625 0.78065 0.784286
0.3125 0.838025 0.784286
0.195313 0.8117 0.784286
0.15625 0.758575 0.784286
0.097656 0.74075 0.784286
0.078125 0.705025 0.784286

3.2.4. Maya ekspresyon sisteminde TPO’nun iiretimi

E.coli DH50 hiicrelerine pPIC3.5K-TPO plazmidi transforme edilmistir. Transformasyon

sonrast olusan koloniler ampisilin ihtiva eden 4 mL’lik sivi LB besiyerine tek koloni

olarak inokiile edilerek 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Rekombinant

konstriikt, santrifiijle toplanan hiicrelerden plazmid DNA saflastirma kiti (Geneaid ®

Presto™ Mini Plasmid Kit) kullanarak asagidaki protokole gore saflastirilmistir. Protokol

asagidaki gibidir:

X/
°

X/
L X4

X/
L X4

Hiicre peleti 200 pl PD1 ¢d6zeltisi ile vortekslenerek slispanse hale getirilmistir.
Hiicre pargalama ¢ozeltisi olarak 200 ul PD2 eklendi, alt iist edilerek karistirildi. Oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.

Notralizasyon ¢ozeltisi olarak 350 pl PD3 eklenmistir ve birkag defa alt-iist edilerek
karigtirilmustr.

Santrifiij tiipleri maksimum hizda (15000 rpm) 5-6 dakika santrifiijlendi.
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Siipernatant pipet yardimiyla toplama tiipline yerlestirilen mini kolona aktarilmistir.
15000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi ve kolonun altinda kalan kisim
uzaklastirilmistir.

400 pl kolon yikama ¢ozeltisi (W1 Buffer) kolona verilmistir ve 15000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenerek kolonun altinda kalan kisim uzaklastirilmustir.

600 pl kolon yikama ¢ozeltisi (Wash Buffer) kolona verilmisir ve 15000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenerek kolonun altinda kalan kisim uzaklagtirilmigtir. 600 pl yikama
¢ozeltisi ile bu islem tekrarlanmistir.

Kolon bos olarak 15000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenerek yikama ¢6zeltisi kolondan
tamamen uzaklastirilmistir.

Kolon steril santrifiij tiiplerine yerlestirilmistir.50 pl niikleaz icermeyen su kolona
verilmis ve 60°0C’de sicakligindaki su banyosunda 2 dakika inkiibe edilmistir.
15000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenerek plazmid DNA’lar saf olarak elde edilmistir.
Plazmid DNA’lar PCR ile analizinde ve restiriksiyon enzim analizinde kullanilmak

tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

pPIC3.5K-TPO geninin ekspresyonu

pPIC3.5K-TPO vektériiniin Pichia pastoris GS115 maya hiicrelerinde ekprese edilmesi

icin vektoriin oncelikle Pichia pastoris genomuna AOX1 lokusundan entegre olmasi

gerekmektedir. Entegrasyon i¢in pPIC3.5K-TPO konstriiktii Sac | restriksiyon enzimi ile

kesilerek lineer hale getirilmistir. Lineerize edilmis vektor DNA’s1 Pichia pastoris

GS115 hiicrelerine elektroporasyon ile transfer edilme islemleri gergeklestirilmistir.

pPIC3.5K-TPO vektoriiniin lineerizasyonu

pPIC3.5K-TPO vektdriiniin Pichia pastoris GS115 maya hiicreleri genomuna entegre

olabilmesi i¢cin Sac | veya Bgl Il restriksiyon enzimleri ile lineer hale getirilmesi

gerekmektedir. Sac | enzimi pPiC3.5K-TPO vektoriinde baska bir kesim bdlgesine sahip

olmamasindan dolay1 lineerizasyon i¢in bu enzim tercih edilmistir.
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Cizelge 3.8. pPIC3.5K-TPO vektdriiniin linelerizasyonu

Bilesen Miktar
pPIC3.5K-TPO (110 ng/uL) 10 uL
10 X Tampon K (Takara) 2 uL
% 0.1 BSA (Takara) 2 ulL
Sac | (Takara 1000 U) 1 ulL
Distile Su 5uL

Toplam 20 pLL

Cizelge 3.8’da reaksiyon bilesenleri verilen restriksiyon kesim reaksiyonu toplam {i¢
reaksiyon (60 ul) olacak sekilde 37°C’de 4 saat siireyle gergeklestirilmistir. Her bir
reaksiyon ayr1 santrifiij tiiplinde olacak sekilde bilesenler eklendikten sonra
mikrosantrifij ile hizlica dondiiriilerek 37°C’deki su banyosunda inkiibasyona
birakilmistir. Her saat basi tiipler mikrosantrifiij hizlica dondiirtilerek reaksiyona devam
edilmistir. 3. saat sonunda daha verimli kesim igin Sac I enziminden 1 pl daha eklenerek
1 saat daha inkiibasyona birakilmistir. 4. saat sonunda ii¢ tiip igerigi tek bir tiipte
birlestirilerek Jel Ekstraksiyon Kit (GENEAID Gel Extraction Kit) ile yukarida
belirtildigi sekilde saflagtirilmigtir.

pPIC3.5K-TPO vektoriiniin maya hiicrelerine elektroporasyon ile transformasyonu

Elektrokompetent Pichia pastoris GS115 hiicrelerinin hazirlanmast:

On Kiiltiir:

e -80°C’de stoklanmis halde bulunan Pichia pastoris GS115 hiicrelerinden YPD-
Agar (Yeast extract Peptone Dextrose) besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekim
yapilmis ve 30°C’de inkiibasyona birakilmistir.

e 48 saat sonunda olusan koloniler 4 ml YPD siv1 besiyeri iceren tiiplere inokiile
edildi. 30°C sicaklik ve 200 rpm karistirma hizinda 1 gece inkiibe edilmistir.

e 25 pl gecelik kiiltiir igerisinde 500 ml YPD besiyeri iceren erlene inokiile edildi.
30°C sicaklik ve 200 rpm karistirma hizinda inkiibasyona birakilmustir.
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Hiicrelerin kompetent hale getirlmesi:

Kiiltiirtin 600 nm’de absorbans degeri 1.3-1.5 degerine ulagtiginda hiicreler steril
falkon tiiptinde +4 °C’de 5 dakika boyunca 1.500 g’de santrifiij edildi ve
siipernatant uzaklastirilmistir.

Pelet 500 mL buz soguklugundaki steril su ile ¢oziildi. Daha sonra +4 °C’de 5
dakika boyunca 1.500 g’de santrifiij edilmistir.

Pelet 250 mL buz soguklugundaki steril su ile ¢oziildi. Siispanse hale getirilen
pelet +4 °C’de 5 dakika boyunca 1.500 g’de santrifiij edilmistir.

Pelet tekrardan 20 mL 1 M buz soguklugundaki sorbitol ile ¢oziildii. Siispanse
hale getirilen pelet +4 °C’de 5 dakika boyunca 1.500 g’de santrifiij edilmistir.
Santrifiijiin ardindan pelet 1 mL 1 M buz soguklugundaki sorbitol ile ¢oziilmiistiir.

Hiicreler elektroporasyon islemi i¢cin kompetent hale getirilmistir.

Elektroporasyon:

100 ul Pichia pastoris GS115 kompetent hiicreler ile 20 pl lineer pPIC3.5K-TPO vektor

DNA s1 steril santrifiij tiipii icerisinde pipet yardimiyla karigtirtlmigtir. Karigim 6nceden

buz i¢erisinde sogutulmus steril elektroporasyon kiivetine aktarilmistir.

‘Biorad Gen Pulser Xcell Eparotor’ cihazina yerlestirilen kiivete 2.1 milisaniye
2000 V elektrik akim1 uygulanmstir.

Elektroporasyon sonrasinda hizli bir sekilde hiicreler iizerine soguk 1M sorbitol
iceren YPD besiyeri (Outgrowth medium) ilave edildi ve 30°C’de ii¢c saat
karistirilmaksizin inkiibe edilmistir.

Hiicreler 0.5 mg/ml G418 antibiyotigi iceren YPD-Agar besiyerine yayma ekim
yapildiktan sonra 30°C’de koloni olusumu gozleninceye kadar (10 giin)

inkiibasyona birakilmuistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kodon Optimizasyonu

NCBI (The National Center for Biotechnology Information) veri tabani araciligi ile

ulasilan insan EPO ve TPO genlerine ait DNA sekanslar1 asagidaki gibidir:

EPO 'nun DNA sekansi:

10 20 30 40 50 60
ATGGGCGTGC ACGAGTGCCC CGCCTGGCTG TGGCTGCTGC TGAGCCTGCT GAGCCTGCCC

70 80 90 100 110 120
CTGGGCCTGC CCGTGCTGGG CGCCCCCCCC AGGCTGATCT GCGACAGCAG GGTGCTGGAG

130 140 150 160 170 180
AGGTACCTGC TGGAGGCCAA GGAGGCCGAG AACATCACCA CCGGCTGCGC CGAGCACTGC

190 200 210 220 230 240
AGCCTGAACG AGAACATCAC CGTGCCCGAC ACCAAGGTGA ACTTCTACGC CTGGAAGAGG

250 260 270 280 290 300
ATGGAGGTGG GCCAGCAGGC CGTGGAGGTG TGGCAGGGCC TGGCCCTGCT GAGCGAGGCC

310 320 330 340 350 360
GTGCTGAGGG GCCAGGCCCT GCTGGTGAAC AGCAGCCAGC CCTGGGAGCC CCTGCAGCTG

370 380 390 400 410 420
CACGTGGACA AGGCCGTGAG CGGCCTGAGG AGCCTGACCA CCCTGCTGAG GGCCCTGGGC

430 440 450 460 470 480
GCCCAGAAGG AGGCCATCAG CCCCCCCGAC GCCGCCAGCG CCGCCCCCCT GAGGACCATC

490 500 510 520 530 540
ACCGCCGACA CCTTCAGGAA GCTGTTCAGG GTGTACAGCA ACTTCCTGAG GGGCAAGCTG

550 560 570
AAGCTGTACA CCGGCGAGGC CTGCAGGACC GGCGACAGG

Yukarida goriilen insan EPO genine ait DNA sekans1 579 baz ¢ifti biiyiikliigiinde olup
194 aminoasit biiyiikliiglinde bir proteine aittir. Bu hematopoetik biiylime faktoriine ait

aminoasit dizisi asagidaki gibidir:
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Insan EPO’a ait aminoasit sekansi:

MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNEN
ITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVS
GLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKL
KLYTGEACRTGDR

Insan EPO ’a ait sekansin E.coli K12 bakteriyel sistemine gore optimize edilmis hali:

10 20 30 40 50 60
ATGGGAGTTC ACGAATGTCC CGCGTGGTTG TGGCTGCTTT TAAGTTTATT ATCTTTGCCT

70 80 90 100 110 120
TTAGGCTTAC CCGTCCTTGG AGCCCCTCCA CGTCTGATCT GCGACTCACG TGTATTGGAA

130 140 150 160 170 180
CGCTACCTGC TGGAAGCAAA AGAGGCGGAG AATATCACGA CGGGATGCGC CGAGCATTGC

190 200 210 220 230 240
TCTTTGAATG AGAACATTAC TGTCCCAGAT ACTAAAGTGA ACTTTTACGC TTGGAAGCGT

250 260 270 280 290 300
ATGGAGGTTG GTCAGCAAGC TGTGGAGGTC TGGCAGGGTT TAGCCTTGTT GTCGGAAGCG

310 320 330 340 350 360
GTGTTACGCG GGCAGGCGTT ACTTGTTAAT TCGAGCCAAC CTTGGGAGCC TTTGCAACTG

370 380 390 400 410 420
CATGTTGACA AAGCGGTCTC CGGGCTGCGC TCCTTGACCA CTTTGTTACG TGCCCTTGGC

430 440 450 460 470 480
GCACAAAAGG AGGCCATCTC ACCGCCCGAT GCCGCGTCAG CTGCTCCATT ACGCACTATC

490 500 510 520 530 540
ACCGCAGACA CATTCCGTAA GCTTTTCCGT GTTTACAGTA ATTTCTTACG TGGCAAGCTG

550 560 570
AAACTTTACA CTGGCGAGGC CTGCCGTACC GGCGATAGG

Insan EPO’a ait sekans ve E.coli K12 bakteriyel sistemine gdre optimize edilmis DNA
sekans1 karsilastirildiginda beklenildigi lizere iki sekansa ait aminoasit dizisinin ayni

oldugu goriilmektedir.
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TPO 'nun DNA sekansi:

10
ATGGAGCTGA

70
TCCAGCCCGG

130
CATGTCCTTC

190
CTGCTGCCTG

250
GCACAGGACA

310
CAACTGGGAC

370
CTCCTTGGGG

430
GCTCACAAGG

490
CGTTTCCTGA

550
GCTGTCCCCA

610
GGATTGTTGG

670
TGGCAGCAGG

730
GACCAAATCC

790
TTTCCTGGAC

850
ACAGGCTCCC

910
ACTGGACAGT

970
CACCCCCTGC

20 30
CTGAATTGCT CCTCGTGGTC

80 90
CTCCTCCTGC TTGTGACCTC

140 150
ACAGCAAACT GAGCCAGTGC

200 210
CTGTGGACTT TAGCTTGGGA

260 270
TTCTGGGAGC AGTGACCCTT

320 330
CCACTTGCCT CTCATCCCTC

380 390
CCCTGCAGAG CCTCCTTGGA

440 450
ATCCCAATGC CATCTTCCTG

500 510
TGCTTGTAGG AGGGTCCACC

560 570
GCAGAACCTC TCTAGTCCTC

620 630
AGACAAACTT CACTGCCTCA

680 690
GATTCAGAGC CAAGATTCCT

740 750
CCGGATACCT GAACAGGATA

800 810
CCTCACGCAG GACCCTAGGA

860 870
TGCCACCCAA CCTCCAGCCT

920 930
ATACGCTCTT CCCTCTTCCA

980 990
TTCCTGACCC TTCTGCTCCA

10
ATGCTTCTCC

100
CGAGTCCTCA

160
CCAGAGGTTC

220
GAATGGAAAA

280
CTGCTGGAGG

340
CTGGGGCAGC

400
ACCCAGCTTC

460
AGCTTCCAAC

520
CTCTGCGTCA

580
ACACTGAACG

640
GCCAGAACAA

700
GGTCTGCTGA

760
CACGAACTCT

820
GCCCCGGACA

880
GGATATTCTC

940
CCCACCTTGC

1000
ACGCCCACCC

50
CAACTGCAAG

110
GTAAACTGCT

170
ACCCTTTGCC

230
CCCAGATGGA

290
GAGTGATGGC

350
TTTCTGAACA

410
CTCCACAGGG

470
ACCTGCTCCG

530
GGCGGGCCCC

590
AGCTCCCAAA

650
CTGGCTCTGG

710
ACCAAACCTC

770
TGAATGGAAC

830
TTTCCTCAGA

890
CTTCCCCAAC

950
CCACCCCTGT

1010
CTACCAGCCC

40

60
GCTAACGCTG

120
TCGTGACTCC

180
TACACCTGTC

240
GGAGACCAAG

300
AGCACGGGGA

360
GGTCCGTCTC

420
CAGGACCACA

480
AGGAAAGGTG

540
ACCCACCACA

600
CAGGACTTCT

660
GCTTCTGAAG

720
CAGGTCCCTG

780
TCGTGGACTC

840
AACATCAGAC

900
CCATCCTCCT

960
GGTCCAGCTC

1020
TCTTCTAAAC



TPO ’ nun DNA sekansi devami
1030 1040 1050 1060
ACATCCTACA CCCACTGCCA GAATCTGTCT CAGGAAGGGT AA

Yukarida goriilen insan TPO genine ait DNA sekanst 1059 baz ¢ifti biiytikliigiinde olup
353 aminoasit biiylikliigiinde bir proteine aittir. Bu hematopoetik biiylime faktoriine ait

aminoasit dizisi asagidaki gibidir:

Insan TPO ’a ait aminoasit sekansi:

MELTELLLVVMLLPTARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSKLSQCPEVHPLPTPVLLPAV
DFSLGEWKTQMEETKAQDILGAVTLLLEGVMAARGQLGPTCLSSLLGQLSEQVRLLLGALQSLL
GTQLPPQGRTTAHKDPNAIFLSFQHLLRGKVRFLMLVGGSTLCVRRAPPTTAVPSRTSLVLTLNE
LPNRTSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLNGTRGL
FPGPSRRTLGAPDISSETSDTGSLPPNLQPGY SPSPTHPPTGQYTLFPLPPTLPTPVVQLHPLLPDPS
APTPTPTSPLLNTSYTHCQNLSQEG

Insan TPOa ait sekansin Pichia pastoris maya sistemine gére optimize edilmis hali:

10 20 30 40 50 60
ATGGAACTGA CAGAACTGTT ACTGGTGGTA ATGCTGCTTC CGACGGCTCG TTTAACCCTT

70 80 90 100 110 120
TCAAGTCCGG CGCCCCCTGC ATGTGACCTT CGCGTCCTGA GTAAGCTTTT GCGTGATAGC

130 140 150 160 170 180
CATGTCCTTC ATTCCAAGCT TTCGCAATGC CCAGAGGTGC ATCCCCTTCC GACCCCGGTG

190 200 210 220 230 240
TTACTTCCTG CGGTAGACTT CTCACTGGGT GAATGGAAAA CCCAGATGGA GGAGACCAAA

250 260 270 280 290 300
GCCCAGGACA TTTTAGGAGC CGTCACTCTG TTGTTGGAGG GGGTCATGGC GGCTCGCGGT

310 320 330 340 350 360
CAATTGGGCC CGACGTGCTT AAGCAGCCTT TTAGGTCAAT TGTCCGAGCA AGTGCGTTTA

370 380 390 400 410 420
CTGCTGGGAG CGTTGCAGAG TTTATTAGGG ACACAATTAC CCCCACAAGG TCGTACCACC

430 440 450 460 470 480
GCGCATAAGG ACCCAAACGC TATCTTTCTT AGTTTCCAGC ATTTATTACG TGGCAAAGTA
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Insan TPO ’ a ait sekansin Pichia pastoris maya sistemine gére optimize edilmis
hali(devamy)

490 500 510 520 530 540
CGTTTTTTGA TGCTTGTCGG CGGCAGCACC TTGTGCGTGC GTCGCGCACC ACCCACGACG

550 560 570 580 590 600
GCAGTCCCGT CACGCACCTC TCTGGTCTTA ACACTGAACG AATTACCCAA TCGCACAAGC

610 620 630 640 650 660
GGTCTTCTTG AGACGAATTT CACGGCTAGT GCTCGTACTA CCGGCAGCGG GCTGCTTAAG

670 680 690 700 710 720
TGGCAACAAG GGTTTCGCGC AAAGATTCCT GGGCTGCTTA ACCAGACATC TCGCAGCTTG

730 740 750 760 770 780
GACCAGATTC CCGGTTATTT AAACCGCATT CACGAATTGC TGAACGGAAC CCGCGGGCTG

790 800 810 820 830 840
TTTCCAGGGC CAAGTCGTCG TACGCTGGGC GCCCCAGATA TTTCGTCAGA AACTTCAGAT

850 860 870 880 890 900
ACAGGCTCTC TGCCTCCAAA CTTGCAACCA GGATACTCAC CGAGTCCCAC TCACCCTCCT

910 920 930 940 950 960
ACCGGCCAGT ACACATTATT TCCGCTGCCC CCGACTTTGC CCACCCCCGT AGTACAGCTG

970 980 990 1000 1010 1020
CATCCTTTGT TGCCAGACCC TTCCGCACCT ACACCCACGC CCACATCTCC CCTTTTAAAC

1030 1040 1050 1060
ACCTCGTACA CCCATTGCCA GAACCTTTCT CAAGAGGGAT AA

Insan TPO’a ait sekans ve Pichia pastoris maya sistemine gore optimize edilmis DNA
sekans1 karsilastirildiginda beklenildigi iizere iki sekansa ait aminoasit dizisinin ayni

oldugu goriilmektedir.

4.2. Vektor Optimizasyonu

Optimize edilmis insan EPO 'a ait sekansin pET30a vektor sistemine klonlanmasi:

E.coli’e gbre optimizasyonu yapilan dizinin pET30a vektor sistemine klonlanmasi i¢in
uygun restriksiyon enzim kesim bolgeleri (Ndel-BamHI) dizinin her iki ucuna teorik
olarak eklenmistir. Yapay olarak sentezlenecek olan bu dizi sonraki bilimsel ¢alismalarda

kullanilacak olan diger vektor sistemlerine klonlama isleminin gergeklesebilmesi igin
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farkli restriksiyon kesim bolgeleride eklenmistir. Dizinin amino ucuna eklenen 6 adet
Histidin aminoasitine ait dizi, ekspresyon sonrasinda proteinin afinite kromotografi ile
saflastirilmasi amaciyla eklenmistir. Sonug olarak yapay olarak sentezlenecek asagidaki
dizi ile hem bakteri hem de maya sistemlerinde klonlamanin gerceklestirilmesi
hedeflenmistir.

Optimize edilmis insan TPO a ait sekansin pPIC3.5K vektor sistemine klonlanmasi:

Pichia pastoris’e gore optimizasyonu yapilan dizinin pPIC3.5K vektor sistemine
klonlanmasi igin uygun restriksiyon enzim kesim bolgeleri (BamHI-Notl) dizinin her iki
ucuna teorik olarak eklenmistir. Yapay olarak sentezlenecek olan bu dizi sonraki bilimsel
caligmalarda kullanilacak olan diger vektor sistemlerine klonlama isleminin
gerceklesebilmesi i¢in farkli restriksiyon kesim bolgeleride eklenmistir. Dizinin amino
ucuna eklenen 6 adet Histidin aminoasitine ait dizi, ekspresyon sonrasinda proteinin
afinite kromotografi ile saflastirilmasi amaciyla eklenmistir. Sonug olarak yapay olarak
sentezlenecek asagidaki dizi ile hem bakteri hem de maya sistemlerinde klonlamanin

gerceklestirilmesi hedeflenmistir.

4.3. Yapay Gen Sentezi

Yapay olarak sentezlenmis EPO 'nun DNA dizisi:

EPO: Ndel-6HISETOL -TeviKesimiBolgesis Kpnl-GEN-BIOB-Kpnl-BamHI

CATATCORCORCOACEASEASERAE . . CAATGGCGCATCAGGGGCCGATATCAATAACTATGCCGGGCAGA
TTAAATCTGCTATCGAAAGTAAGTTCTATGACGCATCGTCCTATGCAGGCAAAACCTCTACGCTGCGCAT
AAAACTGGCACCCGATGGTATGTTACTGGATATCAAACCTGAAGGTGGCGATCCCGCACTTTCTCAGGCT
GCGTTGGCAGCAGCTAAACTTGCGAAGATCCCGAAACCACCAAGCCAGGCAGTATATGAAGTGTTCAAAA
ACGCGCCATTGGACTTCAAACCGGGTGGGGGATCT BN A COAAGEINEN GG TACCGGAGT
TCACGAATGTCCCGCCTGGTTATGGCTGCTTTTGAGT TTGTTGAGTCTACCCTTGGGTCTACCTGTTCTA
GGCGCTCCACCTAGATTAATATGCGACTCTAGGGTACTTGAGAGATATCTACTAGAAGCTAAGGAAGCCG
AAAACATTACGACAGGTTGTGCAGAGCATTGTTCTCTGAACGAAAACATAACGGTGCCAGACACCAAGGC
AACTTCTACGCTTGGAAGAGGATGGAGGTGGGCCAACAAGCCGTTGAAGTGTGGCAGGGATTAGCCCTTT
TAAGTGAGGCTGTCCTGAGAGGCCAGGCTCTTCTTGTAAATTCTTCACAACCTTGGGAGCCCCTTCAGTT
GCATGTGGATAAAGCTGTGAGTGGTCTAAGATCTCTTACCACGCTGCTACGTGCACTAGGTGCCCAGAAG
GAGGCCATATCACCCCCTGACGCAGCAAGTGCCGCACCTCTTCGTACAATCACTGCCGACACATTCAGGA
AGCTTTTCAGGGTTTATTCCAATTTCCTTAGAGGCAAGTTAAAGCTATATACTGGAGAAGCCTGTAGGAC
TGGAGACAGHBBGGTACCGGATCC
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Yapay olarak sentezlenmesi istenilen DNA sekansi1 Ndel ve BamHI enzimleri ile pET30a

vektor sistemine klonlanmig halde ticari olarak satin alinmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. pET30a-EPO konstriiktii

Yapay olarak sentezlenmis TPO 'nun DNA dizisi:

TPO: BAMHI-Apal-PI1R-Sa8ell- 6HIS-TEV-Nillll-GEN-STOR-Nlll-Ecor - NEH

GGATCCEEEEEEATGTACAGGAACTTAATAATTGCTACTGCCCTTACTTGCGGTGCATACAGTGCCTACG
TGCCTTCCGAACCATGGAGCACACTGACACCTGATGCTAGCCTTGAAAGTGCCCTCAAAGATTACTCACA
AACTTTTGGAATAGCTATTAAGTCCTTAGATGCCGACAAGATTAAGAGAIBEBEECACCATCACCATCAC
CATCARAATTTATATTTCCAAGCTTCTBEEE G~ GCTTACGGAGTTACT TTTGGTGGTTATGCTACTA
CTAACAGCACGTTTAACGCTGTCCAGTCCCGCCCCTCCCGCTTGTGATTTGAGGGTATTGTCTAAACTTC
TGCGTGACTCTCATGTCTTGCACTCCAGACTTTCCCAATGCCCCGAGGTCCACCCTTTACCCACGCCAGT
TTTGTTGCCCGCCGTCGATTTCAGTTTAGGTGAATGGAAGACGCAAATGGAGGAAACCAAGGCTCAGGAT
ATATTGGGTGCCGTGACCTTACTACTGGAAGGCGTAATGGCAGCCAGAGGTCAGCTGGGTCCCACATGTT
TGTCATCTCTACTTGGACAGTTGAGTGGACAGGTAAGATTACTGTTGGGAGCATTACAATCACTGCTAGG
TACTCAACTACCACCTCAGGGCCGTACCACTGCACACAAGGACCCCAACGCTATTTTCCTTTCATTCCAA
CACCTTCTTAGAGGTAAAGTCCGTTTTCTGATGCTAGTCGGAGGATCAACTCTGTGTGTCAGAAGAGCAC
CTCCCACTACGGCTGTGCCCTCCCGTACTAGTTTGGTGTTGACCCTTAATGAACTGCCTAACCGTACGTC
AGGCCTTCTTGAGACGAATTTCACCGCATCAGCACGTACTACGGGTAGTGGCTTATTAAAATGGCAACAG
GGATTCAGAGCTAAGATCCCCGGCCTATTGAATCAGACATCTAGGTCACTAGATCAGATTCCAGGTTATC
TTAACAGGATACACGAGCTTCTAAACGGAACGAGAGGCCTATTTCCAGGCCCCAGTAGGCGTACACTAGG
AGCACCCGACATTTCCAGTGGTACATCTGACACAGGTTCCCTTCCACCCAATTTGCAGCCTGGCTATAGT
CCTTCACCAACACATCCACCTACAGGCCAATACACTCTGTTTCCACTGCCACCAACTTTGCCAACTCCTG
TAGTCCAGTTGCATCCATTGCTTCCCGACCCATCTGCACCAACTCCCACCCCCACCAGTCCACTATTAAA
CACATCCTACACCCATTCACAGAATCTTTCTCAAGAAGGCICARCEEEHCAAT TCENEEEEES
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Yapay olarak sentezlenmesi istenilen DNA seckanst BamHI ve Notl enzimleri ile

pPICK3.5K vektor sistemine klonlanmis halde ticari olarak satin alinmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. pPIC3.5K-TPO konstriiktii
4.4. Bakteriyel Ekspresyon Sisteminde EPO Proteinin Uretimi

Baglik 3.2.3.1°de belirtildigi gibi transformasyon yapilip ekilen petrilerden birer koloni
alinarak 4 ml’lik LB ve antibiyotik iceren tiiplere inokiile edilerek 37°C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Bu kiiltiirler 600 ml’lik LB ve antibiyotik igeren besiyerlerine
transfer edilerek 37 °C’de 240 rpm’de galkalayici inkiibatorde inkiibasyona birakilmustir.
0D:0,5-0,7 arasinda yaklasik bir degere ulastiginda IPTG ile indiikleme islemi

yapilmistir. Indiiksiyon sonrasinda yaklasik 4 saat kadar daha inkiibe edilen hiicrelerden

alinan numuneler SDS PAGE’de analiz edilmistir (Sekil 4.3).
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36 kDa

25 kDa

Sekil 4.3. %12°lik SDS-PAGE jel goriintiisii, 1,3. kuyucuklar indiiklenmeden 6nce
pET30a-EPO plazmitini iceren E.coli BL21 PlysE hiicreleri 2 ve 4. kuyucuklar
indiiklendikten sonra pET30a-EPO plazmitini igeren E.coli BL21 PlysE hiicreleri 5.
kuyucuk Marker (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder)

4.4.1. EPO proteininin afinite kromatografisiyle saflastirilmasi

Indiiklemenin sonrasinda -20°C’de saklanan hiicreler ¢ikarilarak buz iizerinde sonikatorle
parcalanmustir. Sonrasinda 30 000 rpm ve +4°C’de 1 saat santrifiijlenerek karisimdaki
hidrofobik proteinlerle hidrofobik hiicre materyalleri ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen
siipernatant ve peletten farli miktarlarda 6rnek alinmistir. Peletten alinan 6rnekler hem
SDS o6rnek yiikleme tamponuyla hem de resiispansiyon buffer ile ¢oziilerek jele
yuklenmistir. Bu asamada peletin etkin bir sekilde ¢oziilmesi saglanarak protein
varliginin dogru bir sekilde analizinin yapilmasi amaclanmistir. Siipernatant kisim afinite
kromotografisiyle saflagtirilma islemine tabi tutulmustur. Afinite kromotografisinde
kolon dolgu maddesi olarak Ni-NTA agaroz rezin ve kolondan eliisyon igin imidazol
igeren eliisyon tamponu kullanilmistir. Elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE ile analiz
edilmistir. SDS-PAGE  goriintiisiine gore EPO proteininin  pelette  oldugu
gozlemlenmistir. Sonug olarak; elde edilmeye ¢alisilan proteinin inkliizyon cisimcikleri

seklinde ¢coktiigii anlagilmistir (Sekil 4.4).
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36 kDa

Sekil 4.4. rEPO SDS-PAGE jel goriintiisii, 9 5. kuyucuk Marker (PageRuler Plus

Prestained Protein Ladder), 9. kuyucuk santrifiij sonras1 elde edilen pelet 6rnegi

4.4.2. EPO proteini i¢in inkliizyon Cisimcigi olusumunun azaltilmasi

Hiicrenin inkliizyon cisimcigi olusturmasini engellemek igin Rosetta Gami 2 (DE3)
hiicreleri kompetent hale getirilmis ve pET30a-EPO plazmiti Rosetta Gami 2 (DE3)
hiicrelerine 1s1 soku ile transfer edilmistir. Sonrasinda iki farkli sicaklik (37 °C ve 27°C
), iki farkli IPTG konsantrasyonu (1 mM ve 0.1 mM), ki farkl1 besiyeri (M9 minimal
besiyeri ve LB besiyeri) ve bu parametrelerin kombinasyonlarinda Rosetta Gami 2 (DE3)
hiicreleri yetistirilmistir. Sonugta baz1 kombinasyonlarda protein iiretimi ger¢eklesmemis
(minimal besiyeri ve 27°C), bazi kombinasyonlarda (LB besiyeri ve 37°C, 27°C)

proteinin ¢ozliniir formu elde edilememistir.

4.4.3. EPO proteini saflagtiriimasi

Rosetta Gami 2 (DE3) hiicrelerinde 37°C'de ve LB besiyerinde biiyiitiilen hiicreler
OD:0.6 oldugunda 1 M IPTG ile indiiklenmis ve indiiklemeden 6 saat sonra toplanmustir.
Toplanan hiicreler sonikatdrle parcalanmigtir. Santrifiij sonrasi toplanan pelette refolding
(yeniden katlama) prosediirii uygulanmis ve afinite kromatografisiyle saflastirilmistir.
Elde edilen numuneler SDS-PAGE’de analiz edilmistir (Sekil 4.5).

47



12 3

4 56 78 910

Sekil 4.5. Yeniden katlanma (Refolding) prosesinin SDS-PAGE ile analizi Marker
(PageRuler Plus Prestained Protein Ladder), 3. Sonikatdrle parcalanmis E. coli hiicreleri
4.12 000 rpm’de santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant, 5. Refolding (yeniden katlama)
sollisyonu igerisinde ¢oziilmiis pelet, 8. Kolondan imidazolsliz yiikleme tamponu
gecirilmesiyle asagi akan siiziintii, 9. Kolondan 300 mM imidazol iceren eliisyon

tamponunun gecirilmesiyle elde edilen siiziintii (Eliisyon 2)

4.4.4. Rekombinant EPO hiicre canlilik testi sonucu

Cizelge 4.1. Hiicre canlilik testi

% CANLILIK

100 97.34973

80 117.7983

50 116.1152

40 118.7067

25 125.1967

20 118.5059

125 109.1311

10 111.9617

6.25 112.9563

5 117.1862

3.125 110.1607

25 104.3529

1.5625 115.8634

1.25 115.4362

0.78125 103.3424

0.625 103.6803

0.390625 99.53643
0.3125 106.852

0.195313 103.4954

0.15625 96.72177
0.097656 94.449
0.078125 89.8939
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Hiicre Canhhg

NEPO
B NK

0,78125
0,390625
0,1953125
0,15625
0,09765625
0,078125

Konsantrasyon

Sekil 4.6. rEPO hiicre canlilik-konsantrasyon grafigi

4.5. pPIC3.5K-TPO’nun Saflastirilmasi

‘GENEAID Gel Extraction Kit (Jel Ekstraksiyon Kiti)’ ile saflastirilan plazmit %0.5’lik

agaroz jelde analiz edilmistir.

Sekil 4.7. Saflastirilan plazmit DNA’nin %0.5’lik agaroz jelde analizi, M: Markér DNA
( 1000kb DNA Ladder
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5. TARTISMA VE SONUC

Gegmis ylizyilda, abilim insanlar1 rekombinant DNA teknolojisini; hedef genlerin
ekspresyonlarint kontrol ederek canlilarda arzu edilen 6zelliklerin gelistirilebilecegi bir
hayal {irtinii olarak kabul etmekteydi. Fakat son donemlerde bu alan insan yasaminda
ilerleme saglamada benzersiz etkiler gostermistir. Bu teknoloji sayesinde, saglik sorunlari
ve beslenme amaglari i¢in gerekli olan 6nemli proteinler giivenli, uygun ve etkin bir
sekilde tretilebilmektedir. Bu teknoloji ¢esitli hastaliklar i¢in tedavi yontemleri, gida
kaynaklarinin iyilestirilmesi ve farkli olumsuz gevresel etkilere karsi direng gibi birgok

alana ¢oziim getiren 6nemli bir teknik haline gelmistir (Khan ve ark., 2016).

Rekombinant DNA teknolojisi, yeni asilar ve farmasotikler gelistirerek saglik
kosullarinin iyilestirilmesinde hayati bir rol oynamaktadir. Tedavi stratejileri ayrica teshis
kitleri, izleme cihazlar1 ve yeni terapotik yaklasimlar gelistirilebilmektedir. Genetigi
degistirilmis bakterilerle sentetik insan insiilini ve eritropoietinin sentezi ve arastirma
amacli yeni tip deney mutant farelerinin tiretimi, saglikta genetik miithendisliginin 6nde

gelen 6rneklerinden biridir (Lomedico, 1982).

Rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikisi, biyolojideki gelismede devrim yaratti ve
bir dizi 6nemli degisiklige yol agmistir. Tibbi olarak yararli maddeler liretmek igin
mikroorganizmalari, hayvanlar1 ve bitkileri degistirerek tibbi genetik ve biyotipta etkili
olan ¢ok cesitli terapotik iiriinler iiretmek icin yeniliklere firsatlar ortaya koymustur

(Steinberg ve Raso, 1998).

Gergeklestirilen bu yiiksek lisans tez caligmasinda ticari degeri yiiksek ve onemli
hematopoetik faktorii olan EPO’nun bakreriyel ekspresyon sisteminde liretimi basaril1 bir
sekilde gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, bu tez kapsaminda ¢esitli kan
hastaliklarinda kullanilan (anemi, nétropeni vb.) TPO terapétik proteinin Pichia pastoris
ekspresyon sisteminde iiretimi amaglanmustir. pPIC3.5K-TPO vektériiniin linerizasyonu
gerceklestirilmistir. Fakat Pichia pastoris GS115 kompetent hiicrelerine transformasyonu
gergeklestirilememistir. Elektroporasyon yontemi ile farkli yontemler uygulanarak

hazirlanan kompetent hiicrelere transformasyon islemi yapilmistir.

50



E. coli gibi prokaryotik ekspresyon sistemleri hiicrelerin hizli biiyiimesi, kolaylikla
cogaltilabilmeleri, basit saflastirilma tekniklerinin uygulanabilmesi, nispeten diisiik
maliyetli olmast gibi nedenlerle rekombinant protein iretiminde siklikla
kullanilabilmektedir. Ancak prokaryortik bir organizma olmasindan dolay1 post-
translasyonel modifikasyonlar1 ger¢eklestirememektedir. Bu sistemde, post-translasyonel
modifikasyonlar1 gergeklestirememesi, proteinin biiyiikliigii, hidrofobikligi gibi
etkilerden dolay1 proteinlerin ¢oziinmeyen formda inkliizyon cisimcigi haline gelerek
islevsel protein elde edilememesi ¢ogunlukla karsi karsiya gelinen bir durumdur.
Inkliizyon cisimcigi olusumu sicakligin degistirilmesi, indiikleyici konsantrasyonunun
degistirilmesi, besi yerinin kompozisyonunun degistirilmesi, proteinin katlanmasina
yardimci 1s1 soku proteinleriyle birlikte ekspresyonu, farkli hiicre hatlarinin kullanilmasi
gibi etkilerle azaltilabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda da, EPO proteininin ekspresyon
calismalarinda inkliizyon cisimcigi olusumu gozlemlenmistir. Farkli sicaklik, besiyerti,
IPTG konsantrasyonu, hiicre hatlar1 ve bunlarin kombinasyonlari denemesine ragmen
inkliizyon cisimcigi olusumunda azalma gozlemlenememistir. Bazi kombinasyonlarda
ise protein ekspresyonu hi¢ gdzlemlenememistir. Sonug olarak proteinin aktif formunun
eldesi i¢in refolding (yeniden katlama) denemeleri yapilmistir. Bu denemelerle proteinin
aktif formu saflastirilabilmistir. Bu ¢alismada kullanilan yontemle her ne kadar basarili
bir sekilde proteinin aktif formunun eldesi saglanmis olsa da hem kullanilan bu yontemin

hem de protein ekspresyon ¢aligmalarinin optimize edilmesi gerekmektedir.
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