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Floresan proteinler, biyomiihendislik, biyoloji ve biyoteknoloji alaninda hiicredeki
olaylar1 ve molekiilleri gorsellestirme, takip etme ve nicellendirme i¢in igaretleyici ajan
olarak yaygin bir sekilde kullanilan genetik olarak kodlanmis raportorlerdir. UnaG
proteini  tathi su yilan baligi larvalarindan izole edilmis bir floresan proteindir.
Heterolog ekspresyon sistemlerinde flizyon olarak ifade edilen bu protein, diger floresan
proteinlerden farkli olarak biyolojik bir ligand (konjuge olmayan bilirubin) ile aktif hale
gelen bir floresan proteindir. UnaG proteini yalin haliyle (ApoUnaG) floresan emisyonu
gostermez, ancak bilirubin ile birlestirildiginde (HoloUnaG) sari-yesil bir floresan
dretir. Bilirubin, esas olarak viicuttaki eritrositlerin yok edilmesiyle Heme
katabolizmasindan iiretilen bir tetrapirol molekiildiir. Kan plazmasindaki bilirubin
seviyesinin yiikselmesi durumuna hiperbilirubinemi denir. Bilirubin, beyin dokusuna
gecisi ile yeni doganlarda kalici norolojik hasar ile iligkili ciddi bir durum olan
kernikterus hastaligina neden olabilir. Plazma bilirubin analizi ve miktar tayini i¢in
farkli yontemler gelistirilmigtir. Bilirubin tarafindan tetiklenen UnaG floresan
proteininin kullanimi, plazma bilirubin analiz ¢alismalarinda yeni bir yaklagim haline
gelmistir.

Bu calismada, UnaG proteininin amino asidi dizisi lizerinde mutasyonlar (F17M, F17Y,
L41F, N57D, N57E, N57R, T61A_T37A, T61S_T37S, T61V_T37V, Y99F _Y134W,
Y99M_Y134M ve WOF_W103F) sonucu elde edilen proteinlerle ligand etkilesimlerinin
biyofiziksel karakterizasyonunun arastirilmas1 amaglanmustir. ifade edilen proteinlerin
saflik seviyeleri SDS PAGE ile analiz edildikten sonra, proteinlerin ikincil yapilar1 ve
termal agilma sicakliklar1 dairesel dikroizm spektroskopisi ile incelenmistir. Ayrica her
bir varyant i¢in, floresans spektroskopisi ile uyarma ve emisyon noktalar1 belirlenmis,
bilirubin ile titrasyon c¢alismalar1 yapilmis ve ayrigma sabitleri hesaplanmustir.
Biyofiziksel karakterizasyon ¢alismalarma gore, T61S T37S varyant1 Olgiilebilir
seviyede bir floresan 1s1ma gosterdigi, en yiiksek termal stabiliteye ve yabanil tip
UnaG’dan daha fazla afiniteye sahip oldugu i¢in olasi bir bilirubin biyosensoriinde
kullanilabilecek favori bir varyant olarak secilmistir.

Anahtar Kelimeler: CD Spektroskopisi, Bilirubin, Floresan protein, SLIC, UnaG
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Fluorescent proteins are genetically coded reporters, which are widely used as marker
agents for visualizing, tracking and quantifying cell events and molecules in the field of
bioengineering, biology and biotechnology. UnaG protein is a recently discovered
fluorescent protein isolated from freshwater eel larvae. This protein, expressed as a
fusion in heterologous expression systems, is a fluorescent protein that is being
activated with a biological ligand (unconjugated bilirubin), unlike other fluorescent
proteins. UnaG protein does not show fluorescent emission in its simple form
(ApoUnaG), but when combined with bilirubin (HoloUnaG) it produces a yellow-green
fluorescence. Bilirubin is a tetrapyrrole molecule mainly produced from Heme
catabolism by the destruction of erythrocytes in the body. The abnormally raised level
of bilirubin in blood plasma is called hyperbilirubinemia. Bilirubin can cause
kernicterus, a serious condition associated with permanent neurological damage in
neonates with its transition of brain tissue. Different methods have been developed for
plasma bilirubin analysis and quantification. The use of UnaG fluorescent protein
triggered by bilirubin has become a new approach in plasma bilirubin studies.

In this study, we aimed to investigate the biophysical characterization of ligand
interactions with the proteins obtained as a result of mutations (F17M, F17Y, L41F,
N57D, N57E, N57R, T61A T37A, T61S T37S, T61V_T37V, Y99F Y134W,
Y99M_Y134M ve WIOF_W103F) on the amino acid sequence of UnaG protein. After
the purity levels of the expressed proteins were analysed by SDS PAGE, secondary
structures and thermal melting temperatures of the proteins were examined by circular
dichroism spectroscopy. Thereafter, for each variant, the excitation and emission points
were determined by fluorescence spectroscopy, titration studies were performed with
bilirubin, and the dissociation constants were calculated. Based on the biophysical
characterization studies, the T61S_T37S variant was chosen as a favourite variant that
could be used in a possible bilirubin biosensor, as this variant demonstrated a
measurable fluorescent emission, the highest thermal stability and greater affinity than
wild type UnaG.

Keywords: CD Spectroscopy, Bilirubin, Fluorescent protein, SLIC, UnaG
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1. GIRIS

Tatli su yilan baligi olan Unagi’nin iskelet kasi fizyolojisi, yasam dongiisiiniin larva
doneminde ge¢irdigi adaptasyon sonucu floresan ozellikler kazanir (Tsukamato, 2006;
Hayashi ve Toda, 2009). UnaG proteini 2013 yilinda Kumagai ve ark. tarafindan
kesfedilen, konjuge olmayan bilirubin (UC-BR) tarafindan indiiklenebilen, sari-yesil
emisyon yapabilen bir floresan protein olarak tanimlanmis ve ilgili gen ve amino asit

dizisi bildirilmistir (Kumagai ve ark., 2013).

Bilirubin (Cs3H3sN40Os), viicuttaki eritrositlerin yikilmasi sonucu olusan (yetigkin bir
insanda 250-400 mg/giin), Heme'den katabolik olarak iiretilen ve konjuge (BR) ve
unkonjuge bilirubin (UC-BR) formlar1 seklinde bulunan, antioksidan 6zellige sahip olan
bir tetrapirol molekiildiir. (Huang ve ark., 2003; Ha ve Bhagavan, 2011; Ngashangva ve
ark., 2019). Konjuge olmayan formunda kuvvetle lipofilik ve dokularda birikmesi
halinde sitotoksik etkiye sahip sari-turuncu renkli bir pigmenttir. Kan plazmasinda
bilirubin seviyesinin, bilirubin iiretim oranlar1 ve karacigerde alim veya konjugasyon
arasindaki  dengesizlikten kaynakli  yiikselmeye devam etmesi durumuna
hiperbilirubinemi denir ve bilirubinin beyin dokusuna gegisi gozlenebilir. Bu durum,
yeni doganlarda kalici norolojik hasarla iligkili ciddi bir durum olan kernikterus
hastaligina neden olabilir (Ha ve Bhagavan, 2011). Kernikterus hastaligi, yeni dogan
bebeklerin kanindaki bilirubin miktarinin artmasina bagl olarak siddetli sarilik gecirdigi
zaman, bilirubinin kan-beyin bariyerini gegmesi halinde beyin hiicresi ¢ekirdeklerine
norolojik olarak ciddi hasar vermesi durumudur. Cocukta zeka geriligi ve spastisite
goriilebileceginin yani sira beyne verdigi hasarlar geri doniisiimsiizdiir ve hatta bazi

durumlarda 6liimle bile sonug¢lanabilmektedir (Babin ve Sova 2014).

Simdiye kadar plazma bilirubin analizinde farkli yontemler ileri siiriilmiistiir ve miktar
tayini icin ileri yontemler gelistirilmistir. ilk olarak diazo reaktifi kullanilarak
gelistirilen metotlar plazma bilirubin tayininde kullanilirken, daha spesifik ve dogru
6l¢tim igin kolorimetrik, spektroskopik, elektroforetik, kromatografik, enzimatik olan ve
olmayan elektrokimyasal yontemler gelistirilmistir. Bilirubin ile floresan 06zelligi
tetiklenen UnaG floresan proteinin kesfi ile hem bilirubin ¢alismalarinda hem de diger
floresan proteinlerin uygulama alanlar1 i¢in yeni araglarin gelistirilmesi adina bir yol

acilmustir.



Floresan proteinleri eksprese eden genlerin hiicrelere aktarilmasi ile 151k mikroskobu
gibi geleneksel optik goriintiileme araglariyla goriintiilenemeyen birgok hiicresel olay,
floresan gorsellestirme ile aydmlatilmistir. Bu nedenle, floresan proteinler
arastirmalarda 6nemli araclar haline gelmistir ve biyomedikal alanlarda kullanimlari,
hiicrelerin dagilimi1 ve hareketlerinin degerlendirilmesi, in vivo protein aktivitesi ve
protein-protein, protein-hiicre etkilesimlerinin incelenmesi, kanser arastirmasi, kok
hiicre arastirmalari, transkripsiyonun dinamik gorsellestirilmesi, membran potansiyeli,
hiicre 6liimleri, protein inaktivasyonu ve biyosensorler gibi sayisiz uygulama alanina

151k tutmustur (Chukadov ve ark., 2010; Deliolanis ve ark., 2008; Day ve ark., 2014).

Bir tatli su yilan balig1 olan Unagi, yasam dongiisiiniin larva doéneminde iskelet-kas
fizyolojisinin adaptasyonu sonucu floresan 6zellik kazanmaktadir (Tsukamato, 2006;
Hayashi ve Toda, 2009). Bu ¢alismay1 baz alarak Kumagai ve ark. (2013) ise UC-BR ile
karistirildiginda floresan 6zellik kazanan UnaG proteininin amino asit dizisini ve ilgili
gen sekansini rapor etmislerdir (Kumagai ve ark., 2013). Ayrica, yapilan bu ¢alisma ile
omurgali bir canlida ilk defa bir floresan protein tanimlanmis ve heterolog ekspresyon
sistemlerinde rekombinant olarak iiretilmesi basarilmistir. Arastiricilar, yiliksek yapili
bir organizma olan Anguilla japonica kaynakli UnaG proteinini hem {iretim esnasinda
konak hiicreye muhtemel toksik etkilerinden kacinabilmek hem de inkliizyon
cisimciklerinin olugsmasinin engellenmek amaciyla fiizyon olarak iiretmeyi tercih

etmislerdir.

ApoUnaG proteininin atomik yapisi, 10 antiparalel B-tabaka tarafindan olusturulan B-
fic1 yap1 ve bu fi¢1 yapinin iki ucunda birer kiigiik a-heliks sapka tasimaktadir. Bilirubin
baglanma bolgesi bu fig1 yapisinin orta boslugunda yer almaktadir. UC-BR ve UnaG
proteini su molekiilleri vasitasiyla bir¢ok hidrojen bagi olusturarak sari-yesil floresan
1s1ma yapan kromofor bdlgenin olusumunu saglamaktadir. UC-BR, ApoUnaG’m barel
yapisinin merkezi i¢ kismindaki bosluga yerleserek baglanir. Bilirubinin eksovinil di-
pirrinone pargasi B-fi¢1 yapisindaki proteinin orta bosluguna yerlesirken endovinil di-
pirrinone pargasi ise B-fici yapinin giris kismina konuglanir ve tiim bilirubin bir¢ok
hidrojen bagiyla proteine merkezi i¢ bosluktan eklenerek HoloUnaG’1 olugturmus olur.
UC-BR'ye baglanma afinitesini ve 6zgiilliigiinii incelemek icin ApoUnaG kullanilmis ve

98 pM'lik bir Ky degeri belirlenmistir. Bu c¢alismalar, ApoUnaG'in, UC-BR ile



olusturdugu kompakt ligand-protein kompleksi ile tutarli olarak yiiksek afinite ve

ozgiilliikte baglandigini géstermektedir (Kumagai ve ark., 2013).

Bu ¢alismanin amaci1 UC-BR ile daha yiiksek afinitede baglanacak daha stabil mutant
proteinleri elde etmektir. Bunun i¢in, hizli ve pratik bir yontem olan SLIC metodu
kullanilarak UnaG proteini amino asit sekansi lizerinde belirlenen bolgelerde nokta
mutasyonlar ve bu mutasyonlar sonucu elde edilen plazmitlerden protein ekspresyonlari
yapilmistir. Mutant proteinlerin saflik seviyeleri SDS PAGE ile analiz edildikten sonra
CD spektroskopisi ile termal ayrilma sicakliklar1 belirlenmis olup ikincil yapilar
incelenmistir. Her bir varyant i¢in floresans spektroskopisinde eksitasyon ve emisyon
noktalar1 belirlendikten sonra UC-BR ile baglanma afiniteleri incelenmis olup ayrisma
sabitleri hesaplanmistir. Biyofiziksel karakterizasyon c¢alismalarina gore, en yiiksek
termal stabiliteye sahip olan T61S_T37S varyanti, ayn1 zamanda yabanil tipe gore iki
kat daha yiiksek afiniteye sahip olmast nedeniyle muhtemel bir bilirubin

biyosensoriinde kullanilabilecek favori varyant olarak secilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Floresan ve Floresan Proteinler

Floresan olayi, atom, iyon veya molekiiliin belli dalga boyundaki fotonu
absorblamasiyla temel enerji seviyesinden uyarilmis hale gegmesi ve molekiiliin eski
haline donmesi icin kisa siire (~10° s) sonra daha uzun bir dalga boyunda baska bir
foton sacilimiyla gegeklesen ultraviyole, goriiniir veya infrared igimadir. Floresan
emisyona dayanmaktadir. Emisyon, uyarilmig molekiil, iyon veya atomlarin iist enerji
seviyesinden daha diisiik enerji seviyelerine gegmesi sonucu belli dalga boylarinda

1sinlamalar yapmasi durumudur. (Anonim, 2016; Anonim, 1998).

Arastirmacilar i¢in bir floresan molekiiliin florofor bolgesinin parlaklifi en O6nemli
hususlardan biridir. Parlaklik, bir molekiiliin 15181 ne kadar iyi sogurduguna ve ne kadar
iyi yansittigina (kuantum verimi) baglidir. Isima yapan molekiillerin tiim uyarilan
molekiillere olan oraninin dl¢limi, bir diger deyisle sistemden yayilan foton sayisinin
molekiil tarafindan absorblanan foton sayisina orani floresanin kuantum verimini ifade
eder. Kuantum veriminin 6l¢iilmesinin tipik uygulamasi, bilinmeyen molekiiliin bilinen
bir standartla karsilagtirilmasiyla yapilir. Kuantum verimi, kromoforun yerel gevresiyle
olan etkilesiminden ve sicaklik, pH gibi ¢evre sartlarindan oldukga etkilenir (Wall ve
ark., 2015). Floresan ile fosforesans benzer oOzellikler gosterirken ikisi birlikte
fotoliiminesans olarak ifade edilebilir. Ancak floresan 1sima uyarilmis singlet halden
temel hale gecisi, fosforesans isima ise uyarilmis triplet halden temel haldeki singlet
hale gecisi tanimlar ve fosforesans 1s1ma nispeten daha fazla siire (~10s- 10s) devam
eder. Floresan aktivitesi, ilk kez 1935 yilinda Profesor Alexander Jablonski tarafindan
15181 emilimini ve yayilmasinmi acgiklamak i¢in onerilen klasik Jablonski diyagramiyla

sematik olarak gosterilmistir (Sekil 2-1) (Lakowicz, 1999).
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Sekil 2-1 Elektron gegis halleri ve bir fotoliiminesans sistemi; absorbsiyon, floresan ve fosforesans igin
kismi Jablonski diyagrami (IC: i¢ doniisiim, S: singlet, T: triplet, ISC: sistemler aras1 gecis, [IVR: molekiil
i¢i titresim soniimlenmesi) (Anonim, 2016)

Jablonski diyagramina gore en altta S, ile simgelenen koyu yatay ¢izgi, singlet haldeki
molekiiliin temel hal enerjisini gostermektedir. Seklin en {istiinde temel singlet hal,
uyarilmis singlet hal ve uyarilmis triplet hal elektronlarin orbitallere yerlesme
yonelimleri gosterilmistir. Diyagramin saginda goriinen Ti yatay ¢izgi, birinci
elektronik triplet halinin enerjisini gdstermektedir. Ug uyarilmis elektronik halin enerji
seviyeleri en istteki koyu ¢izgiler ile gosterilmistir. S1 (birinci) ve S (ikinci) elektronik
singlet hallerini gosterir. Floresan ozelligi etkileyen faktorler yapisal rijitlik, rezonans
smir formiilii,, pH, sicaklik, ¢oziicii etkisi, elektron gegis tipi, halkalagsma, kuantum
verimi ve molekiiler polaritenin etkisi olarak siralanabilir (Lakowicz, 1999; Besergil,

2015; Anonim, 2016).

Floresan olaynin literatiire gegmesinin ardindan 1962 yilinda Osamu Shimomura’ninda
aralarinda bulundugu bir grup arastirmaci, medikal ve biyoteknolojik uygulamalarin
temeline miilkemmel bir alan saglayan yesil floresan proteini (GFP) kesfetmislerdir.
Ekip olarak yakaladiklart milyon civart deniz anasi (Aequorea victoria ve Aequorea
aequorea) ile yaptiklar1 fotokimyasal caligmalarla 1s18in emisyonundan sorumlu
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kimyasal yapiyr daha iyi anlamay1 hedeflemislerdir. Bu bilgiler 1s18inda, kas fiber
yapisinda kalsiyum salinimi ve tekrar emilimini goriintiilemek i¢in aequorin
liiminesansindan faydalanilmis ve bdylece bu tarz aequorin uygulamalarmin Onii

acilarak Osamu Shimomura’nin GFP ¢alismalar1 hiz kazanmustir.

Yesil floresan proteinlerin kesfi ve gelistirilmesi adina yaptigir ¢alismalar, Osamu
Shimomura’ya 2008 yilinda Nobel Kimya Odiiliinii kazandirmistir. Biyoliiminesans
organizmalarin %80’ninden fazlasi okyanuslarda bulunmaktadir. Bu organizmalarin
¢ogu, suda en derine gidebilen dalga boyu, mavi 15181 sogurmaktadir (£ex=475nm).
Biyoliiminesans olay1 organizmalar tarafindan, ates boceklerindeki gibi bir es bulma
amaciyla, dinoflagellatlarda oldugu gibi avcilarina karst bir savunma mekanizmasi
olarak veya fener baliginin cazibesini kullandig: gibi yiyecekleri ¢cekmek ya da bulmak
icin kullanilir (Tsien, 1998; Zimmer, 2002; Day ve ark., 2014)

Klonlama ve ekspresyon basarisinin ardindan kromofor bolgesinde gergeklestirilen
mutasyonlarla farkli renkte floresan proteinler ortaya ¢ikmistir. Ayni siiregte GFP’nin
kristal yapis1 da aydinlatilmistir ve floresan proteinler alanindaki ¢aligmalar da bdylece

ivme kazanmistir (Sekil 2-2) (Prasher, 1992; Chalfie, 1994; Day ve ark., 2014).

2500
- 2000
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GFP gen Mercan FP, Kordalilar ve
Aequorea Victoria Klonlama CP, Kabuklulardan  tqrakhiardan
GFP DsRed FP FP
GFP'nin i DsRed P GFP icin
kromofor Kristal yapiss ~ Kromofor Kromofor Nobel
yapist yapist yapist Odiilii

FP tabanh
GFP ile e PAFPsile
etiketleme LT SR - Nanoskopi

Sekil 2-2 Floresan proteinlerin gelisim siireci (Chukadov ve ark., 2010)
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GFP’yi genetik bir markdr olarak kullanma fikrini ilk defa Douglas Prasher
geligtirmistir. 238 amino asitten olusan GFP genini sekanslama ve klonlama
calismalarin1 gergeklestirdikten sonra E.coli’de eksprese etmeyi hedeflemis, ancak elde
ettigi proteinde herhangi bir floresan olay gézlemleyememistir. Kromofor bdlgesinin
posttranslasyonel modifikasyona ugramasi gerektigi, ancak bu siirecinde enzimatik bir
sistemle gergeklesecegi sonucuna varmigtir. Martin Chalfie bu sonuca ikna olmamis
olacak ki, Prasher’dan temin ettigi GFP klonuyla ¢alismalar yapmis ve kisa siire sonra
E.coli’den yesil floresan proteini iiretmeyi basarmistir. Diger biyoliiminesans
molekiillerin aksine, GFP herhangi bir liganda bagli olmaksizin otomatik olarak
floresan Ozelligi gosterdigi i¢in herhangi bir organizmada genetik markdr olarak
kullanma fikri gelismistir. Belki de Prasher GFP’yi iiretmeyi basardi ancak o zamanin
sartlar1 diisiiniildiiglinde floresan goriintiileme calismasinda basariya ulasamadi, ancak

bu olaylar floresan proteinlerin evrim silirecini tam anlamiyla baslatmistir.
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Sekil 2-3 Aequorea GFP veya Discosoma RFP'den izole edilen genlerin bakterilerde eksprese edilip
saflastirilmasiyla tiretilen floresan proteinlerin farkli dalga boylarinda goriintiilenmesi (Bu gorsel ile 10
Aralik 2008'de Osamu Shimomura, Martin Chalfie ve Roger Tsien “GFP, Yesil Floresan Proteininin
Kesfi ve Gelistirilmesi” bashig1 ad1 altinda Nobel Kimya Odiilii'ne layik gériildii) (Zimmer, 2009)

Floresan proteinlerin gelisim siirecine bakildiginda, GFP ve tiirevlerinin farkli uyarilma
ve sogrulma degerlerine sahip olmasina bagli olarak elde edilen farkli renklerdeki bu
proteinler canli sistemlerin organizasyonunu ve fonksiyonlarin1 agiga ¢ikarmak igin

kullanilan temel araglardan biri olmustur (Sekil 2-3).



Organel

NA
etiketleme

x Hiicre
etiketleme

etiketleme

Protein
etiketleme

Organizma
etiketleme

Floresan

Protein
etkilesimleri

Proteinler

Promotor
aktivitesi

Ilag
goriintiileme

ROS
Uretimi

Sekil 2-4 Floresan proteinlerin uygulama alanlari

GFP veya tiirevlerini eksprese eden genlerin hiicrelere aktarilmasi ile 151k mikroskobu
gibi geleneksel optik goriintiileme araglariyla goriintiilenemeyen birgok hiicresel olay,
floresan gorsellestirme ile aydinlatilmistir.  Bu nedenle, floresan proteinler
aragtirmalarda onemli araglar haline gelmistir ve biyomedikal alanlarda kullanimlari,
hiicrelerin dagilimi1 ve hareketlerinin degerlendirilmesi, in vivo protein aktivitesi ve
protein-protein, protein-hiicre etkilesimlerinin incelenmesi, kanser arastirmasi, kok
hiicre aragtirmalari, transkripsiyonun dinamik gorsellestirilmesi, membran potansiyeli,
hiicre 6limleri, protein inaktivasyonu ve biyosensorler gibi sayisiz uygulama alanina
151k tutmustur (Sekil 2-4) (Chukadov ve ark., 2010; Deliolanis ve ark., 2008; Day ve
ark., 2014).

Floresan proteinlerin kesfi, 6zellikle biyomedikal arastirmalarin ilerlemesinde 6nemli
bir enstriiman olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Aequorea victoria’dan izole edilen GFP
(Tsien, 1998), GFP benzeri floresan proteinler (Chudakov ve ark., 2010; Miyawaki ve
ark., 2012) ve near-infrared (NIR) floresan proteinler birgok deneysel c¢alismada
kullanilmiglardir (Piatkevich ve ark., 2013). 2013 yilina kadar omurgali canlilardan
izole edilen herhangi bir floresan protein bulunmamaktayken, 2013 yilinda Kumagai ve
arkadasglar1 (2013) tarafindan ilk omurgali kaynakli floresan protein olan UnaG proteini
tanimlanmis olup, bu protein bilim insanlar1 tarafindan in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda

diger floresan proteinler gibi kullanilmaya baslanmistir. Floresan proteinler, kendilerine



birgok avantaj saglayan onemli fiziksel Ozelliklere sahiptirler (Chirgwandi ve ark.,
2008);

a. Gilines spektrumuna uygun boélgelerde (yakin-UV, IR, yakin-IR veya uzak-IR)
son derece yiiksek sogurma (absorblama) ve uyarilma (excitation) katsayisina
sahip olmasi,

b. Yiiksek akim tasima yetenegi ve ¢ok iyi tagiyict mobilite 6zelligi,

Cc. Yapisinda kolay yiik akisina izin vermesi yani hem vyariiletken ile hem de
elektrolit ile uyumlu elektron transferi 6zellige sahip olmasi,

d. Yiiksek 1s1ma yetenekleri ve renk ¢esitliligi,

e. Stokes kaymasinin yiiksek olmasi,

f. Floresan olusumu igin amino asit yapisindan farkli herhangi baska bir gruba

ihtiya¢ duyulmamasidir.
2.2. UnaG Floresan Proteini

Unagi sushi, bir tatli su yilan baligi1 olan Anguilla japonica ile yapilan geleneksel Japon
mutfaginin 6nemli lezzetlerinden birisidir. Bu canlilar yasam dongiileri boyunca
yumurtlamak i¢in agik okyanuslarda binlerce kilometre yol kat ederler. A¢ik okyanusa
birakilan larvalar ise birka¢ ay boyunca asil habitatlarina donmek igin yolculuk yaparlar
(Tsukamato, 2006). Bu uzun go¢ dongiisii iskelet-kas fizyolojilerinde dikkate deger
adaptasyonlarin gelismesini gerektirir. Durmaksizin gerceklestirilen bu gog¢ siireci,
kaslarin anaerobik oksidasyon metabolizmasinda ve hemostazisinin saglanmasinda
meydana gelen adaptasyonlardir. Meydana gelen bu adaptasyonlar i¢in simdiye kadar

yapilan ¢alismalar, bu yolculugu aydinlatmada yetersiz kalmistir.

Hayashi ve Toda (2009), UnaG’in kas fibrillerinin floresan 6zellige sahip oldugunu
gostermislerdir. Buradan yola cikarak, floresan o6zelligi olusturan yapiy1 ortaya
cikartmak admna 2013 yilinda ise Kumagai ve ark. (2013) ilk defa bilirubin (BR) ile
indiiklenebilen giiglii floresan 6zellige sahip UnaG proteinini tanimlayarak amino asit
dizisini ve ilgili gen sekansini rapor etmislerdir. Ayrica, yapilan bu ¢alisma ile omurgali
bir canlida ilk defa bir floresan protein tanimlanmis ve heterolog ekspresyon
sistemlerinde rekombinant olarak iiretilmesi bagarilmistir. Su yilan baliginda floresan
Ozellik gosteren UnaG proteini, heterolog olarak iiretildigi bakteriyel sistemlerde

herhangi bir floresan 1sima gostermemistir. Bunun iizerine ayni protein memeli



Okaryotik ekspresyon sisteminde iiretilmis ve normal sartlar altinda yine herhangi bir

floresan 6zellige rastlanmamustir.

Japon arastirma gurubu, Su yilan balig1 ile ekspresyon sistemlerdeki farkliliklara
bakarak su yilan baliklarinda, hiicrelerin hipoksi durumuna maruz kalmalar1 sonucu
floresan 1s1ma yaptiklarini fark etmislerdir. Hipoksi durumunda hiicre metabolizmasinda
meydana gelebilecek degisiklikler iizerine gitmisler ve sonunda floresan isimanin bir
Heme metaboliti olan un-konjuge bilirubin tarafindan tetiklendigi sonucuna
ulagmiglardir (Kumagai ve ark., 2013). UnaG proteini Japon tatli su yilan baligi olan
Anguilla japonica nin kas fibrillerinde sentezlenen 139 amino asitten olusan bir protein
olmakla beraber amino asit dizisi bakimindan insan yag asidi baglayici proteinlerle
(Fatty Acid Binding Protein, FABP) biiyiik benzerlik gosterdigi i¢in (%56) bu grup
icine dahil edilmistir (Sekil 2-5) (Zimmerman ve Veerkamp, 2002).

al a2
_B1 000, 00000, _B2

#21 (UnaG) : MVEKEVGIWKIADSHNFGEYLKAIGAPKELSDGEGDATTPTLYISOKDGDK : 50

hB-FABP : MVEAFCATWKLTNSQNEDEYMKALGVGFATRQVGNVIKPTVIISQEGDK- : 49
- 0000
B3 B4 B5 B6 B7
#21 (UnaG) : MTVKIEQGPPJFLDTOVKEKLGEEFDEF PElRRKGVKSVUNLVGEKLVYV : 100
hB-FABP : VVIRJLST---FKDTEISEQLGEEFDETTADDRN-CKSVVSLDGDKLVHI : 95

p8 B9 B10
#21 (UnaG) : OKWDGKETTYVEEIKDGKLVVTLTMGDVVAVESERRATE : 139
hB-FABP : QKWDGKETN EKA-- : 132

IKDGKMVMTLTFGDVVA

Sekil 2-5 UnaG ve Human Fatty Acid Binding Protein amino asit sekans1 hizalamasi; B-sheet ve a heliks
olusturan sekans bolgeleri sirastyla diiz ¢izgi ve helezonlarla gosterilmistir (Kumagai ve ark., 2013).

Heterolog olarak HeLa hiicrelerinde eksprese edilen UnaG proteini hipoksi durumunda
cok giiclii yesil floresan oOzellik gostermistir. Hipoksi durumunun ortadan
kaldirilmasiyla ortamdaki oksijen miktar tekrar normal seviyeye ¢ikarilmis ve floresan

siddetinde herhangi bir azalma gozlenmemistir (Sekil 2-6).
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Sekil 2-6 Hipoksi ve reoksijenasyon ortaminda UnaG, mCherry ve EGFP iireten HeLa hiicre hatlarinin
floresan mikroskop goriintiisii (Kumagai ve ark., 2013).

2.2.1.UC-BR’nin UnaG florojenik kromoforu olarak belirlenmesi

Bakteride rekombinant olarak firetilen UnaG proteininin herhangi bir floresan
gostermemesinin ardindan Kumagai ve ark. (2013), proteinin floresan 6zellik kazanmasi
icin memeli kofaktorii(leri) ile tetiklendigi hipotezini ileri siirmiislerdir. Proteinin amino
asit dizisi bakimindan FABP grubu ile benzerligini goz oniine alarak bu kofaktoriin bir
yag asidi olabilecegi ihtimalini diisinmiislerdir. Aragtiricilar UnaG proteinini
Glutatyon-S-Transferaz ile fiizyon olarak iiretmisler ardindan bu bélgeyi bir proteaz
araciligryla uzaklastirdiktan sonra kalan kismi (Apoprotein, ApoUnaG) kullanmislardir.
ApoUnaG’in floresan ozelligini ortaya ¢ikartmak igin yalin UnaG birgok farkli
biyolojik materyal ile karistirilmis ve farkli hayvanlardan elde edilen serumlarla

birlestirilen UnaG farkli miktarlarda floresan isima gostermistir (Sekil 2-7).

Asagidaki bar grafigine bakildiginda, UnaG proteini fetal sigir serumu ile digerlerine
gore ¢ok daha yiiksek floresan yogunlugu kazanmustir. Fetal sigir serumunun igeriginde
digerlerinden farkli olarak yiiksek miktarda bilirubin oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler

15181nda arastiricilar bu ligandin bilirubin olabilecegini ileri stirmiislerdir.
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Sekil 2-7 Farkli omurgali canlilardan elde edilen serumlarin ApoUnaG proteinine floresan o6zellik
kazandirma kapasiteleri (Kumagai ve ark., 2013).

Bunun iizerine UV 1s1k altinda direkt olarak ApoUnaG proteinine bilirubin eklemisler
ve ¢ok hizli ve kuvvetli bir yesil floresan isimanin meydana geldigini gézlemlemislerdir
(Sekil 2-8A). Arastiricilar, yiiksek yapili bir organizma olan Anguilla japonica kaynakli
UnaG proteinini hem {iretim esnasinda konak hiicreye muhtemel toksik etkilerinden
kaginabilmek hem de inkliizyon cisimciklerinin olusmasini engellenmek amaciyla
flizyon olarak tiretmeyi tercih etmislerdir. Fakat Glutatyon-S-Transferaz’in de bilirubine
afinitesinin olmasi nedeniyle (Arias ve ark., 1980) Glutatyon-S-Transferaz fiizyonunu,

thrombin enzim kesim bolgesinden keserek uzaklastirmislardir.
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Sekil 2-8 A. ApoUnaG’dan HoloUnaG’1n hizl bir sekilde olugsmasi (Floresanin gelisimi). B. HoloUnaG
(Yesil) ve bilirubinin (sar1) absorbsiyon spektrumu. C. HoloUnaG’m normalize edilmis uyarilma (kesikli
¢cizgi) ve 1s1ma (diiz ¢izgi) degerleri (Kumagai ve ark., 2013)
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HoloUnaG maksimum 151k absorbansin1 498 nm’de gostermistir. Bilirubinin baglanmasi
ile proteinin absorbsiyon spektrumu 48 nm daha kirmizi bolgeye dogru kaymistir (Sekil
2-8B). Yapilan ¢alismalarda HoloUnaG proteininin quantum verimi 0.51, pH stabilitesi
4-11 olarak bulunmustur. HoloUnaG intrinsic floresaninin EGFP’ye gore daha yiiksek
olmasi, UnaG iizerinde yapilabilecek mutasyonlarla yesil floresan bolgelerde daha farkli
sogurma ve 1gima degerlerinin elde edilebilecegini gostermektedir (Cizelge 2-1)

(Kumagai ve ark., 2013).

Cizelge 2-1 UnaG ve EGFP’nin floresan karakteristikleri (Kumagai ve ark., 2013).

ex/em Molar Ekstinksiyon Floresan o, Amino Asit
Maksimum Katsayisi kuantum gereksinimi Sayisi
(nm) verimi
Yok 139

UnaG  498/527 77,300 (498 nm) 0,51 <4.0
EGFP  490/509 49,550 (490 nm) 0,60 5.8 Var 238

Bilirubin ve UnaG proteini su molekiilleri vasitasiyla bir¢ok hidrojen bagi olusturarak
yesil floresan 1is1ma yapan kromofor bélgenin olusumunu saglamaktadir. Bu etkilesimler
diger FABP-ligand komplekslerine benzer sekilde gerceklesmektedir. Ornegin
docosahexaaenoic (DHA) insanlarda bulunan bir yag asididir ve FABP ile karboksilat
guruplan {izerinden Argl27 ve Tyrl29 amino asitleri ile hidrojen bagi olusturarak
etkilesime girmektedir. Bu sekilde hidrojen bagiyla olusturulan etkilesimler pek ¢ok
FABP-ligand etkilesiminde korunmus olup ligand protein baglanmasinda kritik bir rolii
oldugu diistiniilmektedir (Storch ve Thumser, 2000; Schaap ve ark., 2002; Zimmerman
ve Veerkamp, 2002).

Endo-vinil Dipiron Ekzo-vinil Dipiron

HOOC COOH

BR (= UC-BR)
(4Z, 15Z-bilirubin-1Xo)

Sekil 2-9 UC-BR’nin (ekzo-endo vinil Dipiron) yapis1 (Kumagai ve ark., 2013).
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Benzer bir hidrojen bagi B-halka propiyonat karboksilat ve Argl32/Tyr134 igeren
HoloUnaG’da de goriilmektedir. Bilirubin, ApoUnaG’in barel yapisinin merkezi i¢
kismindaki bosluga yerleserek baglanir. Bilirubinin eksovinil di-pirrinone pargasi (Sekil
2-9) B-fig1 yapisindaki proteinin orta bosluguna yerlesirken endovinil di-pirrinone
pargast (Sekil 2-9) ise B-fig1 yapmin giris kismina konuslanir ve tiim bilirubin birgok
hidrojen bagiyla proteine merkezi i¢ bosluktan eklenerek HoloUnaG’1 olusturmus olur.
HoloUnaG proteininin atomik yapisi, tipki diger FABP’lar gibi HoloUnaG’da 10
antiparalel B-tabaka tarafindan olusturulan B-fi¢1 yap1 ve bu fi¢1 yapinin iki ucunda birer
kiigiik a-heliks sapka tasimaktadir. Bilirubin baglanma bolgesi bu fig1 yapisinin orta
boslugunda yer almaktadir (Sekil 2-10).

( “j\" ’ : \
C-ter N-ter

Sekil 2-10 HoloUnaG’1n farkli agilardan gorsel yapisi (Kumagai ve ark., 2013)

Sekil 2-10’da HoloUnaG’in genel yapisi ii¢ farkli agidan gorsellestirilirken, proteinin
ikincil yapist gri renkte gosterilmistir. Proteinin yan zincirleri ¢ubuklarla (gri renkli
karbon atomlariyla) gosterilmistir (N-ter, amino terminus; C-ter, karboksil terminali).

Yesil renkli yap1 ise unkonjuge bilirubini temsil etmektedir.

Bilirubinin ApoUnaG ile olan etkilesimi diger FABP holo-kompleksleriyle
karsilastirildiginda essizdir. Ayrica bu baglanma stratejisi diger diisiik afiniteli FABP ile
karsilagtirildiginda UnaG proteininin bilirubin ile nasil bu kadar spesifik ve yliksek

afinitede baglandigini agiklamaktadir (Sekil 2-11B) (Kumagai ve ark., 2013).
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Sekil 2-11 A. UnaG proteinin bilirubin ile baglanma bdlgesinde bulunan amino asitlerin yan gruplarinin
etkilesmesi (Sar1 kesikli ¢izgiler hidrojen baglarmi gostermektedir) B. ApoUnaG proteininin (5 nM) UC-
BR ile titrasyonu (Kumagai ve ark., 2013), C. Yabanil tip UnaG proteini ve bilirubinin kromofor
baglanma bolgesi (Cao ve ark., 2019)

UC-BR'ye baglanma afinitesini ve 6zgiilligiinii incelemek i¢in ApoUnaG kullanilmis ve
98 pM'lik bir Kg degeri belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar, bilirubinin tiirevleri olan
ditaurobilirubin (alternatif C-BR), biliverdin (BV) veya iirobilin gibi baska higbir
molekiiliin ApoUnaG ile floresan isima olusturmadigini gostermistir. Bu g¢aligmalar,
ApoUnaG'm, UC-BR ile olusturdugu kompakt ligand-protein kompleksi ile tutarl
olarak yiiksek afinite ve Ozgiilliikte baglandigini gostermektedir (Kumagai ve ark.,
2013).

Yabanil tip UnaG'in yapisi, N57 ve T61 yan zincirleri tarafindan saglanan, bilirubinin
endo-vinil dipirrinon grubu ile {i¢ dogrudan hidrojen bag: yapar. T61'e ait yan zincir,
ortalama 2,6A mesafede olan bilirubin halkasinin A karboniline bir hidrojen bag1 saglar
ve N57, ortalama 2,9 A ve 3,0 A mesafelerde olan pirol halkasinin A ve B azotuyla
etkilesime girer. N57'nin, bilirubinin karboksilatlarindan ve laktam halkalarindan biriyle

temas halinde oldugu, uzun bir konformasyonda bagli oldugu bulunmustur. Floresan
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proteindeki serbest bilirubinin molekiil i¢i hidrojen baglari, su molekiilleri ya da yan
zincir kalintilar1 hidrojen baglart ile degistirilmistir (Sekil 2-11C). N57°de yapilacak
nokta mutasyonlar, A ve B'nin pirol halkalarindaki azotla dogrudan iki hidrojen bagini
uzaklastirir ve ayrica T61 ve A halkasindaki karbonil ile arasinda hidrojen baginin
kaybina neden olan yakindaki kalintilarin yeniden diizenlenmesine yol agar. Bu
dogrudan hidrojen baglari, su aracili hidrojen baglart ile degistirilir. Bu
modifikasyonlar, bilirubinin genel esnekligini arttirarak dipirrinon A-B halkalariin gok

daha biiyiik bir biikiilme agisina sahip olmasini saglar.
2.3. Bilirubin Molekiilii

Bilirubin (CasH3sN4Og), ¢ok biiyiik bir kismi viicuttaki eritrositlerin yikilmasi sonucu
olusan (yetiskin bir insanda 250-400 mg/giin), Heme'den katabolik olarak {iretilen ve
konjuge ve unkonjuge bilirubin formlar1 seklinde bulunan, antioksidan 6zellige sahip
olan sar1 renkli bir tetrapirol molekiildiir. Heme molekiiliiniin doku bolgelerinde
olusumunu takiben, Heme molekiilii serum albiimini, tasiyici protein olarak kullanip
kovalent olmayan bir sekilde baglanarak konjuge olmayan bir formda karacigere taginir.
Bir albiimin molekiilii, bir yiiksek afinite bolgesinde ve bir ila ii¢ ikincil bolgede iki
bilirubin molekiiliinii baglar. Su igerisinde ¢oziiniirliigii diisiik olan bilirubin molekiili
ve albiimin arasindaki etkilesimin ayrilma sabiti 108-10" M araligindadir. Karacigerde,
glukuronik asit ile enzimatik esterlesme reaksiyonu sonucu konjuge edilir ve
¢oziinebilen formuna donistiiriilerek viicuttan 6zellikle safra ve idrar ile atilir (Huang

ve ark., 2003; Ha ve Bhagavan, 2011; Ngashangva ve ark., 2019).

Bilirubin, pirol halkast benzeri dort halkanin (tetra-pirol) agik bir zincirinden
olusmustur. Heme gurubunda ise bu dort halka porfirin halkasi olarak adlandirilan daha
biiylik bir halkaya baglanmis sekilde bulunmaktadir. Bilirubin bu yapisiyla alglerde
bulunan ve 6zellikle fotosentez i¢in 151k yakalama araci olarak kullanilan bir pigment
olan fikobilin ile ¢ok yakin benzerlik gdstermektedir. Tipk1 bu pigmentlerde oldugu gibi
151ga maruz kalan bilirubin molekiilleri igerisindeki bazi ¢iftli hidrojen baglar1 izomerize
olurlar. Bu 6zellik de yeni dogan sariliginda fototerapi kullanimimin 6niinii agmaktadir.
Bilirubinin 15182 maruz kalmis E,Z izomeri, 151k terapi uygulanmamis Z,Z izomerine
gore daha fazla ¢oziinebilme oOzelligine sahiptir. Bu degisikligin baz1 i¢ hidrojen

baglarinin 151k etkisiyle ortadan kaldirilmasiyla meydana geldigi distintilmektedir
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(McDonagh ve ark., 1980). Bilirubin, biliverdin rediiktazin bir tetrapirolik safra
pigmenti olan ve ayni zamanda Heme katabolizmasinin iiriinii olan biliverdin ile

reaksiyonu sonucunda olusur. Bilirubin okside oldugunda tekrar biliverdine doniigebilir.

Bilirubin, konjuge olmayan formunda kuvvetle lipofilik ve dokularda birikmesi halinde
sitotoksik etkiye sahip sari-turuncu bir pigmenttir. Bilirubin-albiimin kompleksinin
olugsmasiyla plazma hacmi basina tasinan bilirubin miktar1 artar ve bilirubinin karaciger
haricindeki dokulara difiizyonunu en aza indirgenerek bilirubin sitotoksisitesi 6nlenir.
Bilirubin-albiimin  kompleksinin  olusumu, bilirubinin  normal olarak idrarda
goriinmemesine neden olur. Bilirubinin karboksilik gruplari, iki laktam karbonil
oksijenleri ve dort pirolenon halka nitrojeni arasinda alt1 i¢ hidrojen bagi olustugunda
bu gruplarin suyla hidrojen bagi yapmast 6nlenir. Ancak bilirubinin propiyonil yan
zincirlerinin glukuronik asit ile esterlenmesi sonucu i¢ hidrojen baglar1 kopar ve
bilirubinin ¢ozlintirligli artar. Albliminin bilirubini baglama kapasitesi, konjuge
olmayan bilirubinin artan miktarlariyla veya albiimin konsantrasyonunun azalmasi gibi
nedenlerle asilirsa, bilirubin karaciger haricindeki dokulara niifuz etmesi
kolaylasacaktir. Bu durum, yeni doganlarda kalict norolojik hasarla iliskili ciddi bir
durum olan kernikterus hastaligina neden olabilir (Ha ve Bhagavan, 2011).

Total bilirubin, karaciger haricindeki kaynaklardan ve konjuge hepatik bilirubinden elde
edilen unkonjuge bilirubinin toplamidir. Serum bilirubin konsantrasyonu, hepatositlerin
bilirubini alma, konjuge etme ve salgilama yetenegini yansitir. Normal bir insan kan
plazmasinda ¢ogunlugu unkonjuge bilirubinden olusan desilitre basina 0,1-1 mg
bilirubin (2-17 pmol/L) vardir (Cizelge 2-2). Toplam bilirubin miktarinin yiikselmesi,
onemli karaciger hasar1 ve hastaliklarinin meydana gelecegi anlamina gelir (Gwaltney,
2016). Kan plazmasi bilirubin ile doygun hale geldiginde (2- 2,5 mg/dL) sarilik ortaya
cikar ve fazla bilirubin cilt, sklera ve diger dokulara yayilir. Sklera 6zellikle etkilenir,
clinkii bilirubin i¢in yiiksek afiniteye sahip olan elastin bakimindan zengindir.
Hiperbilirubinemi, konjuge veya unkonjuge bilirubin seviyelerinin yiikselmesinden

kaynaklanabilir (Ha ve Bhagavan, 2011).

17



Cizelge 2-2 Yetiskin beslenme laboratuvari bilirubin referans degerleri (S: Serum) (Tietze, 2011)

Total 5 0,3-1.0 mg/dL
Direkt S 0,1-0,3 mg/dL
indirekt S 0,2-0,7 mg/dL
Delta

Konjuge bilirubin (direkt veya dogrudan bilirubin) suda ¢dziinen bilirubin ¢esididir ve
safra yoluyla atildig1 i¢in kanda ¢ok az miktarda bulunur. Unkonjuge bilirubin lipofilik
yapida oldugu i¢in suda ¢oziinmez ve viicuttan atilabilmesi i¢in Once ¢Oziiniir bir
konjugata donistiiriilmelidir. Bu yiizden, iiridin difosfat (UDP) -glukuronil transferaz
enzimi ile karacigerde, konjuge bilirubine doniistiiriiliir. Karacigerden ATP bagimli bir
tasiyici tarafindan ince bagirsaga tasimir. Cok kiiciik bir miktar bobreklere gecer ve

idrarla atilir. Konjuge bilirubin ayrica idrarin kendine 6zgii sar1 rengini Verir.

(a) Unkonjuge Bilirubin (b) Konjuge Bilirubin
[efele g
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Serbest Bilirubin Bilirubin mono-glukuronid
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Albiimin bagh unkonjuge Bilirubin Bilirubin di-glukuronid

Sekil 2-12 Konjuge bilirubin ve unkonjuge bilirubinin kimyasal yapisi (Ngashangva ve ark., 2019)

Unkonjuge (dolayli veya indirekt) bilirubin, konjuge bilirubinin albiimine bagl
formudur ve kandaki total bilirubinin baskin seklidir. Makrofajlarda Heme gruplarinin
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(6zellikle Heme porfirin halkasinin) par¢alanmasindan iiretilir. En biiylik Heme kaynagi
kirmizi kan hiicrelerinin i¢indeki hemoglobindir, ancak miyoglobin ve sitokrom P450
izoenzimleri igeren baska kaynaklar da vardir. Kirmizi kan hiicrelerinin ig¢indeki
hemoglobin haricindeki kaynaklar unkonjuge bilirubinin yaklasik %20'sini olusturur.
Bilirubinin bu formu hidrofilik gruplar1 arasinda olusan i¢ hidrojen baglar1 nedeniyle
suda ¢oziinmez ve daha sonra plazmada alblimine baglanarak karacigere gonderilir

(Anonim, 2013).

Proteinlere bagli konjuge bilirubin olan delta bilirubin (veya biliprotein) adi verilen
ticlincli bir bilirubin formunun oldugu bazi kaynaklarda belirtilmistir. Delta bilirubin
seviyesi toplam bilirubinden konjuge ve unkonjuge bilirubin miktarlarinin
cikarilmasiyla hesaplanan bir degerdir. Delta bilirubin metabolik olarak aktif degildir
ve viicuttan yavasca atilir. Uzun bir yar1 d6mre sahiptir ve idrarla (protein bagli oldugu
icin) atilamadigindan genel protein katabolizmasi yoluyla uzaklastirilmasi gerekir. Safra
kanali ttkanmasinda ve bazi karaciger hastaliklarinda seviyesi yiikselir. Konjuge edilmis
bilirubine benzer sekilde diazo boyalar ile reaksiyona girer, ancak genellikle rutin

kimya sonuglarinda verilmez. (Anonim, 2013)

/Retikiiloendotelyal\/ Kan Dolasim

Kirmizi Kan
Hiicreleri
Heme Unkonjuge
Bilirubin
ﬂ Albiimin
. kompleks
Unkonjuge

\ Bilirubin / \

Sekil 2-13 Bilirubinin formlarina doniistiiriiliip atilma siireci (Anonim, 2015)

Bilirubin iiretiminden atilima kadar olan adimlara bakildiginda (Sekil 2-13), ilk olarak
retikiiloendotelyal sistemde eritrositlerde hemoglobin metabolizmasi sonucu unkonjuge
bilirubin olusur. Daha sonra albiimin, kan dolasimina gecen unkonjuge bilirubini baglar

ve bu kompleks karacigere tasinir. Karacigerde hepatositler unkonjuge bilirubini alir ve
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hepatik mikrozomlar UDP glukuronil transferaz enzimi araciligiyla ve glukuronik asit
ile konjuge bilirubin haline getirir. Gastointestinal sistem terminal ileum ve kolonda,
konjuge bilirubini bakteriyel enzimler ile dekonjuge edip tirobilinojene metabolize eder.
Urobilinojenin %18'i enterohepatik dolasim yoluyla emilir ve karacigere geri gonderilir.
%80 iirobilinojen, stercobiline doniistiiriiliir ve disk1 yoluyla atilir. Stercobilin digkinin
karakteristik rengini verir. %2 iirobilinojen iirobiline doniistiiriiliir ve idrarla atilir (Sekil
2-14) (Anonim, 2015).
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Sekil 2-14 Bilirubin metabolizmasi

20



Kan plazmasinda bilirubin seviyesinin, bilirubin iretim oranlar ve karacigerde alim
veya konjugasyon arasindaki dengesizlikten kaynakli yiikselmeye devam etmesi
durumuna hiperbilirubinemi denir ve bilirubinin beyin dokusuna gegisi gerceklesir. Bu
durum Kkernikterus adi verilen bir hastalik ile sonuglanabilir. Kernikterus hastaligi, yeni
dogan bebeklerin kanindaki bilirubin miktarinin artmasina bagl olarak siddetli sarilik
gecirdigi zaman, bilirubinin kan-beyin bariyerini asmasi1 sonucu ciddi nérolojik beyin
hasarlarimin olusmasidir. Bu hastalikta bilirubinin beyne verdigi hasarlar geri
doniistimsiiz oldu i¢in spasite veya zeka geriligi gibi durumlar gozlenebilir ve hatta bazi
durumlarda &liimle bile sonuglanabilmektedir (Babin ve Sova 2014). Kernikterus
hastalig1 ozellikle pre-mature yeni doganlarda daha yaygin olsa da tiim bebeklerde
goriilebilme potansiyeline sahiptir. Hiperbilirubinemi yeni doganlarin yaklasik
%60’inda  goriilitken bu oran pre-mature bebeklerde yaklasik %80’e kadar
cikabilmektedir (Altuner Torun ve ark, 2017).

Yapilan aile ¢aligmalari, Gilbert sendromunun otozomal dominant bir hastalik oldugunu
gostermektedir. Gilbert sendromu, karacigerin bilirubini uygun sekilde isleyemedigi
hafif bir karaciger hastaligidir ve hemolitik olmayan, unkonjuge hiperbilirubinemi’nin
en yaygin sebebi olabilir. Serum bilirubin konsantrasyonu genellikle 1,3-3 mg/dL
arasinda dalgalanirken nadiren 5 mg/dL'yi asar. Diger karaciger fonksiyon testleri
normaldir. Sendrom genellikle asemptomatiktir ve rutin laboratuvar testleri veya diger
hastaliklar i¢in muayene sirasinda tespit edilir. Gilbert sendromunda unkonjuge
hiperbilirubinemi, enzimin promotor bélgesinde bulunan bir mutasyondan kaynaklanan
diisik UDP-glukuroniltransferaz aktivitesinden kaynaklanmaktadir (Ha ve Bhagavan,
2011).

Crigler Najjar tipl sendromu, dogumda baslayan agir unkonjuge hiperbilirubinemi ile
karakterize resesif gecisli bir hastaliktir. Sendrom, bilirubinin konjugasyonu ve atilimi
icin gerekli olan hepatik idrar difosfoglukuronat (UDP) glukuronosil transferaz
aktivitesinin yoklugundan kaynaklanmaktadir. Unkonjuge bilirubinin  plazmada
birikmesi nedeniyle hastalar kernikterus hastalig1 agisindan risk altindadir. Fototerapi
serum bilirubin diizeylerini basarili bir sekilde azaltsa da fototerapi daha az etkili hale
geldiginde hastalar yine ergenlik doneminde kernikterus riski altindadir (Fox ve ark.,
1998).
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2.3.1.Plazma bilirubin analizleri

Simdiye kadar plazma bilirubin analizinde farkli yontemler ileri siiriilmiistiir. 1938°de
Jendrassik ve Grof yayimladigi ¢alismada, asir1 alkalinin eklenmesi {izerine pembe azo
pigmentlerinin mavi tuzlara doniismesinden faydalanarak kalorimetrik Olglimleri

gerceklestirmislerdir (Sekil 2-15a).

Vanadat oksidaz yontemi, okside edici ajan olarak vandik asit kullanarak bilirubinin
biliverdin'e oksidasyon islemine dayanmaktadir (Sekil 2-15b). Vanadat oksidaz
yontemi, diazo yontemi ile miikemmel bir korelasyona sahiptir. Diazo ydnteminden
daha basit ve daha hizli bir islem oldugundan dolayi, vanadat yontemi engelleyici

maddeleri igeren numuneler igin alternatif bir yontem olarak kullanilmistir (Ameri ve
ark., 2011).
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Sekil 2-15 Bilirubin tayini i¢in geleneksel kimyasal yontem: (a) Diazo metodu ve (b) Vanadat oksidasyon
yontemi (Ngashangva ve ark., 2019)

1944 yilinda Powell tarafindan yapilmis calismada, geleneksel diazo reaktifinin
plazmaya eklenmesinin ardindan fazla miktarda sodyum benzoat-iire c¢ozeltisi

eklendikten sonra kalorimetrik olarak dl¢limii yapilmistir.
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1950°de King ve Coxon, plazma igerisinde diazo reaktifine amonyum siilfat ekledikten
sonra etanol ilave edip birka¢ kristal sodyum azid kristali ile karistirmislardir. Elde
ettikleri karisimin absorbans okumalarini yaparak azo pigment soniimii, basit bir formiil

vasitasiyla diizeltilmis ve plazma bilirubin seviyesi hesaplanmustir.

Rice 1958 yilinda plazma bilirubin miktari tahmin denemesi icin Stoner ve Weisberg
(1957) yonteminin “ideal bir analitik prosediiriin kriterlerini olduk¢a iyi yerine
getirebilecegini” ileri stirmiistiir. Teknikte, deproteinizasyon igerirken ayni zamanda asit
mavi azo pigmentlerinin 6l¢limiinii bir son nokta cihazi olarak kullanilmistir. Maalesef
yayinlanan ¢aligmanin kullanimi, uygun 6Slgiilerde kiivet elde edilemedigi i¢in miimkiin

olmamustir.

1958’de Lathe ve Ruthven’in diazo reaktifini kullanarak gelistirdikleri metotta, alkol
eklendikten sonra azo pigment rengi genellikle yaklasik 5 dakikada maksimum
yogunluguna ulasirken diger baz1 pigmentlerinki 9 dakika kadar siirmiistiir. Test rutin
olarak onuncu dakikada kalorimetrik olarak yapilmistir. Bu yontem, birlestirme
promotorii olarak bir alkol kullanan, ¢okelmeyen metotlar sinifinin temsilcisi olarak

secilmistir.

1958 yilinda White ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada ise plazma
seyreltildikten sonra fosfat tamponu igerisine alinmig ve dogrudan spektroskopik

yontem kullanilmistir (White ve ark., 1958; Watson ve Roger, 1961).

Diazo metodu ile bilirubin tayini ozellikle diisiik seviyelerde galisildigi zaman ¢ok
giivenli sonuglar vermemektedir. Genellikle bu metotta diisiik bilirubin seviyelerinde
sonug gercekte olan miktardan daha az ¢ikarken, yiiksek bilirubin konsantrasyonlarinda
daha diisiik degerlere isaret edebilmektedir. Bu yiizden 6zellikle un-konjuge bilirubin
miktarindaki ¢ok kiigilik yiikselislerde bile, tipki Gilbert sendromunda oldugu gibi tayin
yapilamaz. Diazo metodu i¢in uygun Ol¢iim limitleri yaklasik 20 mg/dL’dir. Diazo
metoduyla yapilan bilirubin tayin yonteminde, renk karsilastirma igin kullanilan
standart ¢Ozeltilerden kaynakli hatalar ve bilirubin disindaki diger bazi renkli
pigmentlerden kaynakli hatalar olarak iki hata ile karsilasilmistir (Puppalwar ve ark.,
2012).
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Bilirubin miktarlarinin tayini igin ileri yontemler de gelistirilmistir. Bunlardan ilki yeni
doganlarda hem konjuge hem de unkonjuge bilirubini belirlemek i¢in elektroforetik
metotlarin uygulandigi kapiller elektroforezidir ve etkili bir ayirma teknigi oldugundan

sadece kiigiik bir numune hacmiyle hizlica analiz gerceklestirilir (Zhang ve ark., 1999).

Ileri yontemlerden bir digeri, kromatografik yontemlerden HPLC (Yiiksek Performansli
Sivi Kromatografisi) olup, Zelenka ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Yontem, basit ve
hizli bir sekilde numune hazirlama adimlarim1 takiben hem doku hem de viicut
stvilarinda unkonjuge ve toplam bilirubini belirlemede kullanilmaktadir (Zelenka ve
ark., 2008). Bu galisma ile serbest bilirubini belirlemek igin ultrasonik termal lens
spektrometrik (TLS) (HPLC-TLS) metodu birlestirilmis ve kan serum 6rnegi herhangi

bir 6n muamele yapilmaksizin kullanilmastir.

Elektrokimyasal yontemlerde bilirubin tayini i¢in kullanilmustir. Ozellikle amperometri,
bilirubin algilamasinda yaygin olarak kullanilmistir. Bilirubinin belirlenmesinde
elektrot ylizeyinde bilirubinin dogrudan oksidasyonunu ve bilirubin tayini igin
molekiiler baskilayici polimer kullanimini igeren enzimatik olmayan yontemler ve
bilirubin oksidaz enzimini kullanan enzimatik bir algilama yontemi kullanilmigtir

(Ngashangva ve ark., 2019).

Bilirubin oksidaz (BOX), bilirubinin elektrokimyasal tayininde yaygin sekilde
kullanilmistir. Enzim temelli metotlarin ¢ogunda, BOX ile katalize edilen H.Op,
amperometrik sinyal iretmek adina bilirubinin oksidasyonunun dogrudan redoks
gostergesi olarak kullanilmigtir (Ngashangva ve ark., 2019). Bilirubin analizi igin
yapilmis enzim temelli metotlara bir 6rnek olarak, bir grafit epoksi matrisi igine
bilirubin oksidaz ve yaban turpu peroksidazin dahil edilmesine dayanan amperometrik
enzim elektrotu rapor edilmistir. Elde edilen elektrotlar yenilenebilir ve diisiik bilirubin
seviyelerinde bile tespit imkan1 sunar. Imalat semas1 basittir ve cevap siireleri kisadir

(Wang ve Ozsoz, 1990).

Bilirubinin elektro-aktif yapisindan dolayi, nanopartikiil ve nanokluster arayiiziinde ve
molekiiler baski platformlar gibi enzimatik olmayan elektrokimyasal yontemler
bilirubin tayini icin kullanilan metotlar arasindadir. Yapilan calismada ITO elektrotunun
ylizeyi ince bir nikel nanopartikiil tabakasi ile kaplanmistir ve 180 giinliik bir siire

zarfinda ~100 kez tekrarlanan oOlglimden sonra baslangig aktivitesinin %80'nini
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korudugu gozlemlenmistir. Sarilik hastalarindan ve saglikli kisilerden aliman gergek

numunelerin sonuglart standart kolorimetrik yontemlerle karsilastirilmigtir (Rawal ve
ark., 2017).

Spektroskopik yontemlerden biri olan floresans spektroskopisiyle yapilan 6l¢iimlerde,
sulu ¢ozelti igindeki bilirubinin floresan yogunlugunun ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir.
Ancak sulu ¢ozeltilerdeki bilirubinin kuantum etkinligi dogal tastyicisi olan alblimine
baglandigi zaman arttigi icin, bilirubin analizlerinde floresan olgtimlerinin yararh
olacag1 disiniilmistiir. Bilirubin-albiimin kompleksi 520 nm'de emisyon yapar.
Albiimine bagli bilirubinin bu florometrik 6l¢iimiine dayanarak, baglanma kapasitesini
belirleme teknigi gelistirilmistir. Ozel olarak tasarlanmis hemato-florometre, bilirubinin
hizli bir gekilde mikro-tahlili igin tam kanmn floresan 6l¢iimlerinden faydalanacak
sekilde tasarlanmistir. Konjuge olmayan serum bilirubin konsantrasyonlarinin, dansile
edilmis BSA'nin statik floresanla sondiiriilmesine dayanan yeni ve hassas bir yontem
kullanilarak 6l¢iilmesi de gelistirilmistir (Nagaoka ve Cowger, 1979; Plavskii ve ark.,
2008). Bu gelismelerin iizerine bilirubin tayini i¢in enzim bazl fiber optik floresan
biyosensorler, minyatiir fiber optik biyosensorler, floresan soniimlemeyi temel alan

sistemler ve problar gelistirilmistir.

Van den Bergh reaksiyonunu baz alarak gelistirilen spektrofotometrik yontemlerle de
bilirubinin miktarinin  Slglilmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir. Laterza ve
arkadaglarinin gelistirdikleri yontemde, iki dalga boyunda (454 ve 540 nm) absorbansin
Olglimii saglanmistir. Burada, bilirubin 454 nm'de, hemoglobin hem 454 hem de 528
nm'de esit olarak sogurma gostermistir. Bu nedenle, 528 nm'de absorbansin 454 nm'den
cikarilmasiyla elde edilen degerle bilirubin hesaplamasi yapilmistir (Laterza ve ark.,
2002). Spektrofotometrik bilirubin tayin metotlariyla bilirubin tayininde karsilasilan
bazi hata kaynaklar1 vardir. Bu hata kaynaklarindan birisi, bilirubinden farkli sar1 renkli
diger baz1 pigmentlerin de iterik indeksi etkilemesidir (Malloy ve Evelyn, 1937). 1958
yilinda Fog renge dayali ve diazo reaktifi yoluyla 6l¢iilen bilirubin konsantrasyonlari
arasinda ciddi bir fark oldugunu ortaya koymustur. Spektrofotometrik yolla bilirubin
tayini i¢in diger bir siiphe ise; terapdtik seviyede kullanilan pek ¢ok ilacin da bilirubinin
absorbsiyon oranini etkileyerek hatali sonuglarin olusmasina neden olmasidir (Odell,
1959).
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Liiminesans spektroskopisi, evanescent dalgalari veya fiber optik, molekiiler baski
(MIP) teknikleri, piezoelektrik malzeme teknikleri (kuvars kristali mikrobalans) ve
bakim noktasi test cihazi gibi teknikler ve gelistirilen cihazlarla bilirubinin daha hassas

analizi i¢in arastirmalar devam etmektedir.
2.4. UnaG Floresan Proteini ile Yapilmis Calismalar

Frederico M. Pimenta ve arkadaslari, singlet oksijen i¢in faydali bir probun yolunu
acmak adma yaptiklar1 caligmalarinda, bilirubin baglayan protein olarak UnaG’in
icerdigi O2(alAg) ve bilirubin arasindaki etkilesimlerin 6l¢iim ve karakterizasyonunu
inceleyerek g6z Oniinde bulundurulmasi gereken parametreleri ortaya koymuslardir

(Pimenta ve ark., 2015).

Bilirubinin 6lgiilmesinin zorluklarindan bahseden Taka-aki Takeda ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada UnaG proteinini kullanarak cesitli insan hiicre hatlarinda bilirubin
tiretimini analiz etmislerdir. Calismada, stres kaynakli hiicre hasarina karsin bilirubin
tiretiminin ve Heme de novo sentezinin vazgecilmez sitoprotektif roller oynadigina

deginilmistir (Takeda ve ark., 2015).

Tsz-Leung To ve arkadaglarinin protein-protein etkilesimlerinin geri dontisiimlii bir
florojenik muhabirinin yap1 giidiimlii tasarimi baglikli ¢alismasinda, UnaG'in Kristal
yapisina dayanarak, geri doniistimli bir yesil florojenik protein fragmani tamamlama

deneyini gelistirmislerdir (To ve ark., 2015).

Raghu Erapaneedi ve arkadagslari hiicresel diizeyde tiimor hipoksisini ortaya koymak
icin yaptiklar1 ¢alismada, oksijenden bagimsiz olarak floresan 6zellik gosteren UnaG
proteiniyle etiketlenmis HIF transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu tespit eden yeni
genetik olarak kodlanmis bir sensor gelistirmislerdir. Gelistirdikleri sensoriin hipoksik
ve re-oksijenli hiicrelerin ayrilmasini saglayan kombinasyonlari igerdigini ve farkli
hafiza davranisina sahip oldugunu yapilan ¢aligmada belirtmislerdir (Erapaneedi ve ark.,

2015).

Alexander S. Timin ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada sol-jel yontemiyle gelistirdikleri
polimer-silika kompozitlerin tizerini UnaG proteini ile fonksiyonellestirip bilirubin

cozeltisiyle etkilestirildiginde parlak bir floresan gosterdigini belirtmislerdir. Calisma,
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hibrit malzeme senteziyle bilirubinin tespiti ve ayrilmasi i¢in kullanilacak ¢ok islevli

nano boyutlu malzemelerin gelistirilmesinde atilan bir adim olarak gosterilmistir (Timin

ve ark., 2016)

Sota Iwatani ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada un-konjuge bilirubinin direk yontemlerle
Ol¢iilemeyecegini belirtip, UnaG ve konvansiyonel bilirubin oksidaz yontemleriyle
Olciilen konjuge olmayan bilirubin seviyelerini karsilastirmak i¢in dogrusal regresyon

analizi yaparak UnaG yonteminin klinik uygulanabilirligini géstermislerdir (Iwatani ve
ark., 2016).

Aki Funahashi ve arkadaslari, bilirubinle etkilestiginde floresan 6zellik gésteren insan
embriyonik bobrek hiicrelerinde eksprese ettirdikleri proteinin oksidatif strese karsi
direncle iligkisini, bilirubin ile birlestiginde baglanmayan serbest bilirubine kiyasla
hiicrelere antioksidan aktivite sagladigini belirterek agiklamislardir (Funahashi ve ark.,

2016).

Johannes T.-H. Yeh ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, organik bilesiklerin tasiyici ile
bagli ice veya disa akisini tespit etmek igin genetik olarak kodlanmis bir bilirubin (BR)
ile baglanabilir floresan sensorii (eUnaG) gelistirmislerdir (Yeh ve ark., 2017).

Yoh Shitashima ve arkadaslari, floresan yogunlugu dagilim analizi yaparak
holoUnaG’1n holoUnaG1 ve holoUnaG?2 olarak iki farkli floresan durumunun oldugunu
yaptiklar1 ¢alismada gostermislerdir. Baslangicta holoUnaG bilirubinle baglandiktan
sonra holoUnaG1’in olustugu ve daha sonra holoUnaG1’in ters ¢evrilebilir molekiiler
reaksiyon ile daha parlak holoUnaG2'ye doniistigii, boylece iki durum arasinda bir
dengeye ulasildigi yapilan calismada spektroskopik analizlerle gostermislerdir

(Shitashima ve ark., 2017).

Euihyun Lee ve arkadaslarinin ¢calismasinda, UnaG proteini lizerinde mutasyon yapmis
ve ligand ve protein arasindaki yapisal korelasyonlar1 g6z 6niinde bulundurarak degisen
protein stabilitesinin bilirubin ve protein arasinda yakalanan su molekiillerinin
hareketliligini etkiledigini MD simiilasyon (Moleculer Dynamics Simulation) ile

gostermislerdir (Lee ve ark., 2018).
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Samuel O. Adeosun ve arkadaslar1 bilirubinin viicuttaki en giiclii antioksidan
molekiillerden biri oldugunu belirterek biliverdin aktivitesinin izlenmesi, hiicrelerin ve
dokularin antioksidan kapasitesinin calisilmasinin gerekliliginden bahsetmislerdir.
Biliverdin aktivitesinin belirlemesi, geleneksel yontemler olan absorbans spektroskopisi
kullanilarak biliverdinden doniistiiriilen bilirubinin 6l¢iimiine dayandigin1 ve bu
yaklasimin hassasiyet sinirini, biiylik miktarlarda hiicre veya doku gerektirdigini
belirterek, calismalarinda biliverdin tarafindan {iretilen bilirubinin tespiti i¢in yilan
balig1 proteinini (UnaG) kullanan yeni bir floresan bazli yontem gelistirmislerdir
(Adeosun ve ark., 2018).

Hanyang Hu ve digerlerinin yaptiklart ¢alismada, diger GFP benzeri floresan
proteinlerin kullanildig: sensorlerin neredeyse tamaminin, biyomedikal arastirmalardaki
uygulamalarin1 siirlayacak sekilde hipoksi veya anoksik kosullar altinda dogru sekilde
olgunlasmadigini ve floresan 6zellik gosteremedigini belirterek Japon yilan baligindan
yeni kesfedilen oksijenden bagimsiz floresan 6zellik gdsteren UnaG proteinine dayali

bir dizi tiyol redoks duyarli yeni bir sensor tasarimi sunduklarini belirtmiglerdir (Hu ve

ark., 2018).

Yoh Shitashima ve arkadaslar1 yaptiklari calismada, kalmodulinin (CaM) bilirubin
baglandiginda floresan Ozellik gosteren UnaG’a genetik olarak yerlestirilmesiyle
kalsiyum iyonlarma duyarli hale gelen bir sensor gelistirmislerdir. Elde edilen
UnaG/CaM hibrit proteininin, ¢ift ligand modiile edilebilir bir fliioresan protein
oldugunu ve florojenik bilirubin ligandinin baglanmasiyla diger ligand (Ca*?) negatif

olarak diizenlendigini ¢aligmalarinda gostermislerdir (Shitashima ve ark., 2018).
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3. MATERYAL VE METOT

Tez ¢alismasmin deneysel kismi, yabanil tip UnaG floresan proteininin ekspresyon,
ayirma ve saflastirma siirecleri, mutasyon c¢alismalari, elde edilen varyantlarin
ekspresyon, ayirma ve saflastirma siire¢leri ve tretilen proteinlerin biyofiziksel
karakterizasyon c¢aligmalar1 olarak alt basliklara ayrilmistir. Yapilan tiim caligmalar
asagida basliklar halinde adim adim anlatilmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan sarf

malzemelerin listesi Cizelge 3-1’de verilmistir.

Cizelge 3-1 Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Maddenin Ad Marka-Model || Maddenin Adi Marka-Model
Luria Bertani (LB) Sigma Aldrich || Cs* Alfa Aesair
Ampisilin Fisher Cu*? Acros Organic
Kloramfenikol VWR Fe*? Acros Organic
Agar-Agar Sigma Aldrich || Hg*? Merk
L-Arabinoz Amresco Li* Sigma Aldrich
IPTG GoldBio Mg*? Merk
SDS Sigma Aldrich || Na* Merk
APS Sigma Aldrich || Ni*? Sigma Aldrich

. . Phusion® DNA .

TEMED Sigma Aldrich Polymerase & PCR kit BioLabs
Tris Sigma Aldrich || Agaroz Sigma Aldrich
Brom fenol mavisi Sigma Aldrich || Etidyum bromiir Sigma Aldrich
Komasi Mavisi Sigma Aldrich || DNA markori HyperLadder
Akrilamid Sigma Aldrich Eltl\llA Jel ekstraksiyon Monarch
Glisin Sigma Aldrich || SLIC kiti Takara Bio
Asetik asit Sigma Aldrich || Kompetant Hiicreler Takara Bio
Iso-propanol Sigma Aldrich || SOC Medyum BioLabs

- . . Nucleospin plazmid
Benzamidin Sigma Aldrich DNA saflastirma kiti Macherey-Nagel
PMSF Roche Trombin kesim enzimi || Merck (Novagen)
DNase enzimi Roche Nitroseliiloz membran
RNase enzimi Roche Metanol Sigma Aldrich
Ni-NTA Agaroz . TBS tamponu . .
Rezin Qiagen (KCI, Tris, NaCl) Sigma Aldrich
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;?;rl;ct:a NRIZL?:]aI Takara Bio CAPS tamponu Sigma Aldrich

Imidazol Alfa Aesair Geﬁsﬁrme Tamponu Sigma Aldrich
(Tris, NaCl, Na;HPO,)

Protein Ladder Biorad Western Blot kagitlar1 || Sigma Aldrich

(Fl\cl):intPI)i,ml\?a(:nHuPo4) Sigma Aldrich || Ponseau S Sigma Aldrich
PBS tamponu

Tris-HCI Tamponu Sigma Aldrich || (NaCl, KCI, Na,HPO,, Sigma Aldrich
KH2PO4)

Diyaliz Membrani Specktra Por Yagsiz Siit tozu BioRad

Bilirubin Sigma Aldrich || 4-chloronathol Sigma Aldrich

NaOH Sigma Aldrich Z’;;:EOI;A;”OCIOM ?:ssglﬁogy

AlT Merk Anti-Mouse IgG Sigma Aldrich

Ba*? Acros Organic || H202 Sigma Aldrich

Ca*? Sigma Aldrich || Etanol Sigma Aldrich

Co*? Merk Quartz cam kiivet Hellma

3.1. Yabanil Tip UnaG Proteininin Ekspresyonu

3.1.1. Transformasyon

UnaG proteininin E.coli pTolT ekspresyon sisteminde TolAlll proteini ile birlikte
flizyon olarak yapilmasi tercih edilmistir (Ulusu, 2019). Yabanil tip pTolT-UnaG
plazmitini ¢ogaltmak i¢in transformasyon yapilmistir. Transformasyon igin E.coli
Mach-1 kimyasal kompetant hiicreleri kullanilmigtir. 50 pL kompetant hiicre ve 4 pL
plazmid ayni tlip igerisine eklenmistir. Tilip buz igerisine 30 dakika silire boyunca
birakilmistir. Sonrasinda 42°C’de 2 dakika 1s1 soku uygulanip, tekrar 5 dakikaligina
buza birakilmistir. Uzerine steril 500 pL LB (Luria Bertani) besi yeri eklenip 45 dakika
37°C’de 180 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda transforme hiicrelerden
200 pL alinip Amp (Ampisilin 100mg/mL, 1:1000)’li kat1 besi yerine yayma ekim
yapilip gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi gilin olusan tek koloniler 4
mL steril Amp’li LB besi yerlerine alinip gece boyu inkiibasyona birakilip, ertesi giin

plazmid DNA saflastirma kiti kullanilarak plazmid izolasyonu yapilmustir.
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3.1.2. Konakg1 hiicre optimizasyonu

Konakg1 hiicre optimizasyonu i¢in ii¢ farkli hiicre hattina transformasyon yapilmaistir.
Transformasyon i¢in E.coli C41, E.coli BL21 (DE3) Al ve E.coli BL21 (DE3) plysE
kimyasal kompetant hiicreleri kullanilmistir. 50ul. kompetant hiicrelerden ve 2uL
plazmitten aym tiip igerisine eklenmistir. Tiipler buz igerisinde 30 dakika bekletilmistir.
Sonrasinda 42°C’de 2 dakika 1s1 sokuna maruz birakilip tekrar 5 dakikaliina buza
birakilmustir. Uzerine steril 500 pL LB besi yeri eklenip 45 dakika 37°C’de 180 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda transforme hiicrelerden 200 pL alinip E.coli
C41 ve E.coli BL21 (DE3) Al igin Amp (1:1000), E.coli BL21 (DE3) plysE igin hem
Amp (1:1000) hem de Chl (Kloramfenikol 100mg/mL, 1:1000) antibiyotiklerini i¢eren
kat1 besi yerlerine yayma ekim yapilip gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Ertesi giin olusan tek koloniler 4 mL steril ve uygun antibiyotik/leri iceren LB besi
yerlerine alinip gece boyu inkiibasyona birakilmistir. 250 mL erlen igerisinde hazirlanan
50 mL LB besi yerleri steril edildikten sonra uygun antibiyotikler eklenip, bir gece
onceden inkiibasyona birakilan 4 mL’lik kiiltiir tiiplerinden inokiilasyon yapilmistir.
Erlenler 180 rpm’de 37°C’de OD (optik dansite) 0,7 olana kadar inkiibasyona
birakilmistir. OD 0,7’ye ulastiginda E.coli C41 ve E.coli BL21 (DE3) plysE i¢in 1M 50
uL IPTG (izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozit) ile indiiklemesi yapilirken E.coli BL21
(DE3) A'nin indiiklenmesi 1M 100 pL L-Arabinoz ile yapilmistir. Saatte bir 6rnek
alinarak protein iiretimi SDS PAGE ile karsilagtirilmistir (Sekil 4-2).

Sekil 4-2’ye gore protein ifade ¢alismalarina E.coli C41 ile devam edilmistir. Tekrar
E.coli C41 kimyasal kompetant hiicrelerine transformasyon yapilmistir. E.coli C41°de
biiylik olcekte iiretim yapmak i¢cin 50 pL kompetant hiicre ve 2 pL plazmid ayni tiip
icerisine eklenmistir. Tiip buz icerisine 30 dakika slire boyunca birakilmistir.
Sonrasinda 42°C’de 2 dakika 1s1 sokuna maruz birakilip tekrar 5 dakikaliina buza

birakilmustir.

Uzerine steril 500 pL LB besi yeri eklenip 45 dakika 37°C’de 180 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda transforme hiicrelerden 200 pL alinip Amp (1:1000)’1i kat1
besi yerine yayma ekim yapilip gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi
giin olusan tek koloniler 50 mL steril Amp’li LB besi yerlerine alinip gece boyu

inkiibasyona birakilmistir. Bir gece once inkiibasyona birakilan 50 mL besi yeri i¢erinde
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gelisen hiicreler 4200 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilip toplanmistir. Siipernatant
dokiiliip pellet tizerine 5 mL steril taze LB besi yeri eklenmis ve hiicreler siispanse hale
getirilip inokiilant olarak kullanilmistir. 2 L erlen igerisinde hazirlanan 500 mL LB besi
yerleri (10 adet) steril edildikten sonra 500 pL. Amp ve 800 pL inokiilant eklenmistir.
Erlenler 180 rpm’de 37°C’de OD 0,7 olana kadar inkiibasyona birakilmistir. OD 0,7’ye
ulastiginda 500 pL IPTG (1:1000) ile indiiklemesi yapilmistir. Saatte bir 6rnek alinarak
protein iiretimi SDS PAGE ile takip edilmistir (Sekil 4-3). Indiiklemenin 3. saatinde 30
dakika, 8000 rpm santrifiij yapilip siipernatant dokiildiikten sonra hiicreler yiikleme
tamponu ile siispanse edilip toplanmistir. Sekil 4-3’de gorildiigii lizere, protein
ekspresyonu icin 3 saatlik bir indiiksiyon yapilmasmin ardindan alinan hiicre
orneklerinde proteinin eksprese edildigi anlagilmis ve bu sayede saflastirma islemlerine

gecis saglanmstir.
3.1.3. Yabamil tip UnaG proteininin ayirma ve saflastirma siirecleri

Ayirma saflastirma islemleri i¢in siispanse hiicrelerin iizerine proteaz inhibitdrii olarak
benzamidin ve PMSF eklenmistir. DNA ve RNA kontaminasyonunu engellemek i¢in
DNase ve RNase enzimleri eklenmistir. Hiicrelerin daha 1yi pargalanmasini saglamak
icin lizozim enzimi ilave edilip, karigtirilmistir. Proteinin stabilitesini saglamak i¢in
PMSF ve benzamidin proteaz inhibitorii olarak kullanilmistir ve biitiin islemler buzda
yapilmustir. Sonikator cihazi ile hiicrelerin pargalanmasi saglandiktan sonra 40000
rpm’de 1 saat +4°C’de santrifiij edilmistir. Saflagtirma islemi i¢in 4 mL Ni-NTA agaroz
rezin igeren kolon hazirlandiktan sonra ultrasantrifiijden elde edilen siipernatant kolona
transfer edilip, kolondan gecirilmesi saglanmistir. Kolondan gegirilen her fraksiyon
etiketlenerek saklanmigstir. Siipernatantin tamami kolondan gectikten sonra 20 mL
yukleme tamponu kolondan gecirildikten sonra 2 kere 20’ser mL yikama tamponu ile
kolon yikanmistir. Son olarak 5 mL eliisyon tamponu ile proteinin toplanmasi saglanip
her fraksiyondan 6rnek aliip SDS PAGE ile analiz edilmistir (%12’lik jel, Ladder:
Biorad Precision Plus Protein™ Standards) (Sekil 4-4). Saflastirilan yabanil tip UnaG
proteini, 20mM fosfat tamponu hazirlanip, 6-8 kDa MWCO membran kullanilarak hafta
sonu boyunca +4°C’de diyalize birakilmistir (Ulusu, 2020).
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3.2. Yabanil Tip UnaG Proteininin Geri Kazanimi ve Yeniden Kullanilabilirligi

Protein ve metal iyonlar1 (Al*3, Ba*?, Ca*2, Co*?, Cs*, Cu™?, Fe*?, Hg*?, Li*, Mg*?, Na*
ve Ni*?) bir tiip igerisinde birlestirildikten sonra, protein metal etkilesimleri SDS PAGE
ile gosterilmistir. Saflastirilmis UnaG proteinine endojen bir ligand olan unkonjuge
bilirubin ilave edilmistir. Floresan 1s1ma olustuktan sonra, farkli tiiplere esit miktarlarda
UnaG-UC-BR floresan karisimi ve 2x107M konsantrasyona sahip metal iyonlarindan
eklenmistir. Floresans spektroskopisinde her bir metal i¢in ayr1 ayr1 olusan protein-
bilirubin-metal (UnaG-UC-BR-Metal) kompleksinin floresan yogunlugu olgiilmiistiir
(Kex: 498, Kem: 528). Floresan 1s1ma degisimleri UV 1s1k altinda da gosterilip, UV-Vis

spektrada absorbans Ol¢limleri yapilarak olusan etkilesimler gdsterilmistir.

Floresans spektroskopisi ve SDS PAGE jel goriintiilerinden elde edilen verilere
dayanarak Cu*? metal iyonu geri kazanim calismalarinda kullanilmak iizere secilmistir.
Cu*? metal iyonlar1 ile UV-Vis titrasyon calismalari yapilmistir. Hazirlanan Ni-NTA
agaroz afinite kolonuna UnaG-UC-BR-Cu kompleksi yiiklendikten sonra geri kazanim
calismalar1 yapilmistir. Geri kazanilan UnaG proteini, SDS PAGE ile analiz edilmistir.
Yeniden kullanilabilirlik i¢in, mikro hacimli spektrofotometrede konsantrasyonu
Olctildiikten sonra geri kazanilan UnaG proteinine bilirubin ilave edilmistir. Floresans
spektroskopisi ile floresan yogunlugu &lgiiliip Cu*? metal iyonlari ile yeniden floresan

titrasyon caligmalar1 da yapilmistir.
3.3. Mutasyon Calismalari

UnaG proteinin amino asit sekansi asagidaki gibidir. Renklendirilmis olanlar mutasyon
yapilmasi tasarlanan amino asitler olup planlanan mutasyonlara ait kimyasal yapi
degisimleri Ek-A’da verilmistir. Bu noktalardan birinde veya ayni anda ikisinde olmak
lizere tasarlanan mutasyonlar etkin bir yontem olan SLIC yontemiyle

gerceklestirilmistir.

MetVEKFVGTWKIADSHNEGEYLKAIGAPKELSDGGDATTP
TLYISQKDGDKMTVKIENGPPTFLDTQVKFKLGEEFDEFP
SDRRKGVKSVVNLVGEKLVYVQKWDGKETTYVREIKDG

KLVVTLTMGDVVAVRSYRRAT E Stop
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Tek bir amino asidin degisikligini igerecek sekilde tasarlanan mutasyonlar i¢in sadece
Ileri ve Geri olmak iizere her bir varyant icin ayri ayr1 primer tasarimi yapilmis olup,
tasarlanan primerler degismesi planlanan mutasyonu da igerisinde barindirmaktadir
(Cizelge 3-7 & 3-8). Yani mutasyon bolgesi primerin igerisinde yer almaktadir. Kalip
DNA olarak pTolT-UnaG plazmiti kullanilmistir.

Iki ayr1 amino asidin ayn1 anda degistirilmesi yoniinde tasarlanan mutasyonlarda ise tek
bir ileri ve Geri primerler ve ayr1 ayr1 mutasyonlar1 igerisinde barindiran insortler
tasarlanmistir (Cizelge 3-3 & 3-9 & 3-10). Kalip DNA olarak pTolT plazmiti
kullanilarak  bu  insortlerin = yine SLIC yontemi ile vektére klonlamasi

gerceklestirilmistir.

¢ Klonlama ¢aligmalari i¢in ilk olarak liyofilize primerler ve insortler iiretici firma
tarafindan Onerilen miktarlarda DNase-RNase icermeyen su ile ¢oziilmiistiir.
Eklenen su ile primerlerin konsantrasyonlart 100pmol/pL olarak ayarlanmistir.
10mM konsantrasyonunu elde etmek i¢in 1:10 oraninda seyreltilerek klonlama

islemlerinde kullanima hazir hale getirilmistir.
3.3.1. Tekli mutasyonlar i¢in yapilan SLIC prosediirii
Tekli mutasyonlar i¢in yapilan SLIC prosediirii dort basamakta gergeklestirilmistir.

> Ilk basamak olarak PCR reaksiyonu (Cizelge 3-2) ile plazmitin (pTolT-UnaG)
lineerlestirilmesi yapilmistir. Oncelikle diisiik hacimde (20 pL) gradient PCR yapilarak
primerler ve polimeraz enzimi i¢in uygun c¢alisma sicaklifi (annealing temperature)
belirlenmistir. Kalip DNA olarak pTolT-UnaG plazmiti kullanilip 50-70°C araliginda
gradient PCR, “PCR Protocol for Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase”
protokoliine gore yapilmistir. Primerlerin Tm sicakliklar1 arasinda ¢ok biiyiik farklilik
olmadigi icin tek bir gradient PCR seti kurulup, buradan elde edilen sonugla diger PCR
setlerinin yapilmast planlanmis ve bu nedenle gradient PCR tek bir mutasyon i¢in

uygulanmustir. Ileri ve geri primerin niikleotid eslesmesi Sekil 3-1A’da gosterilmistir.
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Cizelge 3-2 Tekli mutasyonlar icin gerceklestirilen PCR reaksiyonlarina ait protokol

Bilesen 20 pL. 50 uL. Son
Reaksiyon Reaksiyon Konsantrasyon
Niikleaz icermeyen su | 20 uL’ye kadar | 50 puL’ye kadar
5X Phusion HF veya
GC Tamponu ’ 4uL t0uL 1X
10 mM dNTPs 0,4 uL 1 uL 200 uM
10 pM Tleri Primer 1 ul 2,5 uL 0,5 uM
10 uM Geri Primer 1 uL 2,5 uL 0,5 uM
Kalip DNA Degisken Degisken <250 ng
DMSO 0,6 uL 1,5 uL %3
Phusion DNA 1,0 units/50 pL
Polimeraz 0.2uL 0.5 uL PCR "
Adim Sicakhik Siire
Basl,_anglg 98°C 30 saniye
Denatiirasyon
98°C 5-10 saniye
25-35 Dongii 45-72°C 10-30 saniye
72°C 15-30 saniye
Son Uzama 72°C 5-10 dakika
Bekleme 4-10°C ©

> Ikinci asama olarak agaroz jel ve ekstraksiyonu yapilmistir. Gradient PCR iiriinleri

%1 lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve en parlak bandin 70°C oldugu goriilmistiir (Sekil 4-

13). Bu sicakliga gore ayni protokolle her bir tek nokta mutasyon igin (6 adet) yiiksek

hacimde (50 pL) yeni klasik PCR calismast yapilmistir. PCR iiriinleri %1°lik agaroz
jelde yiiriitiildiikten sonra (Sekil 4-14) DNA jel ekstraksiyon kiti (Monarch) kullanilarak

lineerlestirilen plazmitler jelden alinmig ve mikro hacimli spektrofotometrede

konsantrasyonlar1 6l¢iilmistiir (Cizelge 4-1).

+*¢ Monarch DNA ekstraksiyon kiti prosediirt;

Elde edilen jel UV goriintiilleme cihazi iizerine yerlestirildikten sonra sadece bant

goriilen kisimlar bisturi ile kesilerek almip ve tartilmistir. Uzerine 4 kat1 kadar jel

¢6zme tamponu eklenerek 55°C’de yaklasik 15 dakika ¢6ziinmesi beklendikten sonra

saflastirma kolonuna aktarilmis ve 13000rpm de 1 dakika santrifiij yapilmstir.

Uzerine DNA yikama tamponu eklenmis ve bu islem iki kez tekrarlanmistir. Son

olarak 10 uL. DNase-RNase igermeyen 1lik su ile eliisyon yapilmistir.
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> Ugiincii asamada SLIC reaksiyonu uygulanmstir. Her bir tekli mutasyon igin jelden
saflagtirilan lineer DNA pargalarinin konsantrasyonlari eliisyon soliisyonu ile 100 ng/uL
olacak sekilde seyreltilmistir. Her bir mutasyonda SLIC reaksiyonu igin; 1 pL
saflagtirilan DNA, 1 pL 10x NEB buffer, 8 uL steril di-distile su ve 0,5 uL. T4 DNA
polimeraz enzimi buz igerisindeki reaksiyon tiiplerine eklenmistir. Oda sicakligina
alimip iki buguk dakika bekletilip reaksiyonu durdurmak i¢in tekrar buz ortamina

alinmustir.

» Son agama olarak, halkasal hale gelen plazmitlerin ticari olarak alinan E.coli Machl
kompetant hiicrelerine 42°C’de 2 dakika wuygulanan 1s1 soku ydntemiyle
transformasyonu gerceklestirilmistir. Transformasyon iiriinlerinin antibiyotikli (Amp)
kat1 besi yerine yayma ekimi yapildiktan sonra gece boyu 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin petrilerde olusan koloniler alinip 10 pL steril saf su igerisinde
¢oziiliip kolonilerdeki plazmitlerin dogrulugunu test etmek i¢in Cizelge 3-6’da verilen
miktarlar dogrultusunda koloni PCR yapilmigtir. PCR iiriinleri %1’lik agaroz jelde
yiritiildiikten sonra jel goriintiisii kaydedilmistir (Sekil 4-16).

Koloni PCR sonuglar1 pozitif olan kolonilerin S5ml’lik antibiyotikli LB siv1 besi yerine
ekimleri yapilip, 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Nucleospin plazmid
DNA saflastirma kiti (Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak plazmitler saflastirilip

konsantrasyonlari mikro hacimli spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4-1).
3.3.2.1kili mutasyon ¢ahsmalari

Cizelge 3-3’de ikili nokta mutasyonda kullanmak iizere dizayn edilen primerler ve
erime sicakliklari verilmistir. Tiim ikili mutasyonlarda bu primerler kullanilmis olup

primer dizayni, SLIC yontemine uygun olarak yapilmistir.

Cizelge 3-3 ki nokta mutasyonlari i¢in tasarlanan primerler

Ciftli mutasyon
Ileri primer | GGTACCTGATGAACGCGTGAGG (Tm=58°C)
Geri primer | AGATCCCCCACCCGGTTTGAAG (Tm=58°C)

Insort ve toplam 22 niikleotidden olusan primerlerin niikleotid eslesmesi Sekil 3-1B’de
verilmis olup primerlerin niikleotidlerinden 15’er tanesi primer niikleotid eslesmesine

katilmastr.
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ileri Primer Seq 1 44 CCTGGARARTTGCAGATAGCCATARTatgggcgagtacctgaaa———--— 1
A [RRRRRRRRRNRNY]

- . Seq 2 1 - - GGCGAGTACCTGARAGCARTTIG 22
Geri Primer

1 mm———— CCGGGTGGGGGATCICIGGTTICCGCGCGG!
ittt

== CTTCAAACCGGGTGGGGEATCT——————————————

sS4 CACCTGGAAGATCGCAGACAGCCATAATTITTIGGETGAS

ileri Primer - °

FCGAGGGCGACGGAATGAGGTACCTGATGAACG——————— 4€8

rrrrrrnernerneni
----------------- GGTACCTGATGAACGCGTGAGG 22

Sekil 3-1 A. Tek nokta mutasyonlar icin tasarlanan primerlerin birbiriyle niikleotid eslesmesi, B. Iki
nokta mutasyonlar i¢in tasarlanan primerlerin insortle niikleotid eslesmesi

Ikili nokta mutasyonlari i¢in SLIC reaksiyonu dért adimda gergeklestirilmistir.

> Iki noktada mutasyon iceren plazmitleri elde etmek icin siparis edilen insdrtlerin
SLIC metodu ile klonlanmas1 amaciyla tasarlanan primerler kullanilarak PCR ile
pTolT plazmiti lineer hale getirilmistir. Plazmitin (pTolT) lineerlestirilmesi i¢in
tasarlanan ileri ve geri primerler ile (100 uL) PCR yapilmis olup PCR bilesenleri
ve stiregleri Cizelge 3-4 de verilmistir. PCR {riinlerini saflastirmak amaciyla

oncelikle PCR f{iriinleri agaroz jele yiiklenmistir.

Cizelge 3-4 Ikili nokta mutasyonlar igin gergeklestirilen PCR reaksiyonlarina ait protokol

Bilesen 100 nL Reaksiyon | Son Konsantrasyon
Niikleaz igermeyen su 55 uL
5X Phusion HF veya GC Tamponu 20 uL 1X
10 mM dNTPs 10 uL 200 uM
10 uM Tleri Primer 5uL 0,5 uM
10 uM Geri Primer 5uL 0,5 uM
Kalip DNA 1 uL <250 ng
DMSO 3uL %3
Phusion DNA Polimeraz 1 ulL 1,0 units/50 uL PCR
Adim Sicakhk Siire
Baslangi¢ Denatiirasyon 98°C 3 dakika
98°C 10 saniye
35 Dongii 70°C 30 saniye
72°C 150 saniye
Son Uzama 72°C 10 dakika
Bekleme 4°C o0
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> lIkinci asama olarak agaroz jel ve ekstraksiyonu yapilmustir. PCR iiriinleri %1°lik
agaroz jelde yiritildikten sonra (Sekil 4-15) DNA jel ekstraksiyon Kiti
(Monarch) kullanilarak lineerlestirilen plazmitler jelden alinip, mikro hacimli

spektrofotometrede konsantrasyonlari 6l¢iilmiistiir (32 ng/uL).

> Asagidaki ¢izelgede (Cizelge 3-5) belirtilen miktarlar her bir ikili mutasyon igin
ayr1 ayr1, buz icerisindeki ependorf tiiplerinde birlestirildikten sonra her bir tiipe
0,5 uL T4 DNA polimeraz (3U/uL, NEB) enzimi eklenmistir. 2,5 dakika
boyunca oda sicakliginda reaksiyonun gergeklesmesi saglandiktan sonra siire
bitiminde reaksiyonu durdurmak icin tiipler tekrar buz icine alinip on dakika

beklenmistir.

Cizelge 3-5 SLIC reaksiyonu bilesenleri

Eklenen miktar Son konsantrasyon
Lineer vektor 2,5 uL 8 ng/uL
Insort 2,5 uL 5 ng/uL
10X NEB Buffer 2.1 1 uL 1X
Steril Ultra saf Su 4 uL

» Son asama olarak, on dakikanin ardindan halkasal hale gelen plazmitlerin ticari
olarak alnan E.coli NEB Turbo kompetant hiicrelerine 42°C’de 2 dakika
uygulanan 1s1  soku yOntemiyle transformasyonu gerceklestirilmistir.
Transformasyon {irlinlerinin antibiyotikli (Amp) kat1 besi yerine yayma ekimi
yapildiktan sonra, petriler gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi
giin petrilerde olusan kolonilerden almip 10 pL steril saf su igerisinde
coziildiikten sonra kolonilerdeki plazmitlerin dogrulugunu test etmek i¢in

Cizelge 3-6’de verilen miktarlar dogrultusunda koloni PCR yapilmustir.

*#% SLIC yontemi ile yapilan mutasyonlarin son agamasi olan transformasyonda
1s1 soku uygulamasindan sonra uygulanan 45 dakikalik inkiibasyon isleminde,
liretim veya plazmid ¢ogaltmak i¢in yapilan transformasyondan farkli olarak LB
stv1 besi yerine SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) besi yeri

kullanilmastir.
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Cizelge 3-6 Koloni PCR bilegenleri ve PCR metodu

Bilesen 20 pL. Reaksiyon | Son Konsantrasyon
Nuclease-free water 10,2 uL
5X GC Buffer 4 uL 1X
10 mM dNTPs 2 uL 200 uM
10 pM Tleri Primer 1 uL 0,5 uM
10 uM Geri Primer 1 uL 0,5 uM
Kalip DNA 1 ul
DMSO 0,6 uL %3
Phusion DNA Polymerase 0,2 uL 1,0 units/50 pL. PCR
Adim Sicakhk Siire
Baslangi¢ Denatiirasyon 98°C 30 saniye
98°C 10 saniye
35 Cevrim 50°C 30 saniye
72°C 30 saniye
Son Uzama 72°C 10 dakika
Bekleme 4°C ©

PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiiliip jel goriintiisii kaydedilmistir (Sekil 4-16).
Koloni PCR sonuglar1 pozitif ¢ikan kolonilerin Sml’lik antibiyotikli LB siv1 besi yerine
ekimleri yapilip, plazmid izolasyonu i¢in koloniler 37°C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmistir. Monarch plazmid DNA saflastirma kiti kullanilarak plazmitler saflastirilip

konsantrasyonlar1 mikro hacimli spektrofotometrede 6l¢iilmistiir (Cizelge 4-2).
3.3.3.Polar amino asit gruplarimnin bilirubin baglanma bélgesine ilavesi

Kumagai ve ark. (2013) tarafindan kesfedilen N57°de yapilan Q ve A mutasyonlarinin
bilirubin baglanmast acisindan Onemli oldugu c¢alismada vurgulanmistir. Tez
kapsaminda ise Arg, Asp ve/veya Glu gibi diger baz1 polar amino asit gruplar1 bu
bolgeye ilave edilmistir. Cizelge 3-7°de bu bolge icin tasarlanan mutasyonlara ait

primerler mevcuttur.

Cizelge 3-7 Polar amino asit gruplar1 i¢in tasarlanan primerler

Mutasyon Tleri Primer Geri Primer
N57D GGACCTCCTACGT | GAACGTAGGAGGTCCATCCTCTATT
TCCTTG (Tm=53°C) TTCACTGTCATTTTGTC (Tm=66°C)
N57E GGACCTCCTACGT | GAACGTAGGAGGTCCTTCCTCTATT
TCCTTG (Tm=53°C) TTCACTGTCATTTTGTC (Tm=66°C)
N57R GGACCTCCTACGT | GAACGTAGGAGGTCCTCTCTCTATT
TCCTTG (Tm=53°C) TTCACTGTCATTTTGTC (Tm=66°C)
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Sekil 3-2 Yabanil tip UnaG proteini iizerinde asparajin57 amino asidinin gosterimi (Sekil 4i3b kodlu
PDB dosyasi kullanilarak olusturulmustur)

Sekil 3-2’de yabanil tip UnaG proteinin li¢ boyutlu gosteriminde asparajin57 amino
asidinin yeri gosterilmistir. Tasarlanan mutasyonlar tam bu noktada asparajin57’nin
aspartik asit (D), glutamik asit (E) veya arjinin (R)’e degistirilmesini kapsamaktadir.
Her ti¢ degisiklik de ayr1 ayr gergeklestirilmistir.

Sekil 3-3 Yabanil tip UnaG proteini tizerinde asparajin57 amino asidinin A. aspartik asit (D), B. glutamik
asit (E) ve C. arjinin (R)’e degistirildikten sonra gosterimi (Sekil 4i3b kodlu PDB dosyasi kullanilarak
olusturulmustur)

Asparajin57’nin aspartik asit (D), glutamik asit (E) ve/veya arjinin (R)’e degistirildikten
sonra varyant UnaG proteinlerinin gosterimi 4i3b kodlu PDB dosyas1 kullanilarak Sekil

3-3’te verilmistir.
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3.3.4.Bilirubin baglanma bélgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesi

Aromatik rezidiilerin 15181 absorbe etmeleri ve p elektronlar1 vasitasiyla polar kontak

saglamalar1 (veya bu rezidiiniin Tyr olmasi halinde —OH grubundan dolay1) ligand

baglanma bolgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesini i¢eren bazi mutasyonlar

yapilmistir. Bunlar;

F17°nin Tyr (polaritenin emisyon {izerine olan etkilerini gérebilmek i¢in) veya
Met (aromatikligin énemli olup olmadigini gérebilmek icin) ile degistirilmesini

iceren mutasyonlar,

Y99 ve YI134’tin Phe/Trp (polarite ve absorbsiyonun emisyonu etkileyip
etkilemedigini gorebilmek i¢in) veya Met (aromatikligin 6nemli olup olmadigin

gorebilmek i¢in) ile degistirilmesini igeren mutasyonlar,

L40’in Phe ile degistirilmesini igeren mutasyon (aromatikligin dnemli olup

olmadigimi gorebilmek igin),

W9 ve W103’iin (bu bdlge ligand etkilesim bolgesine yakin bir alanda degildir)
Phe ile degistirilmesini iceren mutasyonlar (biiylik miktarda absorblama yapan
ve floresan olan, emisyonu indirekt olarak etkileme ihtimali bulunan yan zincirin

kaldirilmasi i¢in) gergeklestirilmistir.

Bu bolgelerde mutasyonlar yapmak i¢in, Cizelge 3-8’de tasarlanan mutasyonlara ait

primerler ve Cizelge 3-9’da tasarlanan mutasyonlara ait insortler verilmistir.

Cizelge 3-8 Aromatik rezidiilerin degistirilmesi i¢in tasarlanan primerler

Mutasyon Geri Primer Tleri Primer
F17Y GGTGAATACCTGAA | TTTCAGGTATTCACCATAATTATG
AGCTATCG (Tm=53°C) | GCTGTCTGCGATCTTC (Tm=64,5°C)
F17M GGTGAATACCTGAA | TTTCAGGTATTCACCCATATTATG
AGCTATCG (Tm253°C) | GCTGTCTGCGATCTTC (Tm=65,5°C)
LA1F ACATCTCCCAGAAG | CTTCTGGGAGATGTAAAATGTCGG
GACGG (Tme53°C) CGTCGTGGCATC (Tmeb7°C)
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Cizelge 3-9 Aromatik rezidiilerin degistirilmesi i¢in tasarlanan insortler

Mutasyon

Insert

Y99F Y134W

CCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGG
TCGAGAAATTTGTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAG
CCATAATTTTGGTGAATACCTGAAAGCTATCGGAGCC
CCAAAGGAATTAAGCGATGGTGGGGATGCCACGACG
CCGACATTGTACATCTCCCAGAAGGACGGAGACAAAA
TGACAGTGAAAATAGAGAATGGACCTCCTACGTTCCT
TGACACTCAAGTAAAGTTCAAATTAGGGGAGGAGTTC
GACGAATTTCCTTCTGATCGAAGAAAAGGCGTAAAAT
CTGTCGTGAACTTGGTGGGAGAGAAGCTGGTGTTTGT
ACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGACGACGTATGTCCG
AGAGATAAAGGACGGTAAACTGGTCGTGACACTTACG
ATGGGAGACGTCGTGGCTGTGCGCAGCTGGCGGAGG
GCGACGGAATGAGGTACCTGATGAACG

YI99M_Y134M

CCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGG
TCGAGAAATTTGTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAG
CCATAATTTTGGTGAATACCTGAAAGCTATCGGAGCC
CCAAAGGAATTAAGCGATGGTGGGGATGCCACGACG
CCGACATTGTACATCTCCCAGAAGGACGGAGACAAAA
TGACAGTGAAAATAGAGAATGGACCTCCTACGTTCCT
TGACACTCAAGTAAAGTTCAAATTAGGGGAGGAGTTC
GACGAATTTCCTTCTGATCGAAGAAAAGGCGTAAAAT
CTGTCGTGAACTTGGTGGGAGAGAAGCTGGTGATGGT
ACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGACGACGTATGTCCG
AGAGATAAAGGACGGTAAACTGGTCGTGACACTTACG
ATGGGAGACGTCGTGGCTGTGCGCAGCATGCGGAGG
GCGACGGAATGAGGTACCTGATGAACG

WOF_W103F

CCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGG
TCGAGAAATTTGTTGGCACCTTTAAGATCGCAGACAG
CCATAATTTTGGTGAATACCTGAAAGCTATCGGAGCC
CCAAAGGAATTAAGCGATGGTGGGGATGCCACGACG
CCGACATTGTACATCTCCCAGAAGGACGGAGACAAAA
TGACAGTGAAAATAGAGAATGGACCTCCTACGTTCCT
TGACACTCAAGTAAAGTTCAAATTAGGGGAGGAGTTC
GACGAATTTCCTTCTGATCGAAGAAAAGGCGTAAAAT
CTGTCGTGAACTTGGTGGGAGAGAAGCTGGTGTACGT
ACAAAAGTTTGACGGCAAGGAGACGACGTATGTCCG
AGAGATAAAGGACGGTAAACTGGTCGTGACACTTACG
ATGGGAGACGTCGTGGCTGTGCGCAGCTACCGGAGGG
CGACGGAATGAGGTACCTGATGAACG
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Sekil 3-4’te fenilalaninl7, tirozin99, tirozinl34, 16sin41, triptofan9 ve tirptofan103’nin
yabanil tip UnaG proteini {izerinde 4i3b kodlu PDB dosyas: kullanilarak yerleri

NH

belirtilmistir.

OH
NH,

Sekil 3-4 Yabanil tip UnaG proteini tizerinde fenilalaninl7, tirozin99, tirozin134, 16sin41, triptofan9 ve
tirptofan103 amino asitlerinin gosterimi (Sekil 4i3b kodlu PDB dosyasi kullanilarak olusturulmustur)

Sekil 3-5 Yabanil tip UnaG proteini lizerinde fenilalanin17 amino asidinin A. tirozin (Y), B. metiyonin
(M) ve C. 16sin41 amino asidinin fenilalanin (F)’e degistirildikten sonra gosterimi (Sekil 4i3b kodlu PDB
dosyasi kullanilarak olusturulmustur)
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Sekil 3-6 Yabanil tip UnaG proteini iizerinde A. triptofan9 ve triptofan103 amino asitlerinin fenilalanin
(F), B. tirozin99 amino asidinin fenilalanin (F), tirozin134 amino asidinin triptofan (W) ve C. tirozin99 ve
tirozin134 amino asitlerinin metiyonin (M)’e degistirildikten sonra gosterimi (Sekil 4i3b kodlu PDB
dosyasi kullanilarak olusturulmustur)

Sekil 3-5 ve Sekil 3-6’da fenilalaninl?7, tirozin99, tirozinl34, 16sin41, triptofan9 ve
tirptofan103 amino asitlerinin tirozin, metiyonin, fenilalanin ve/veya triptofan amino
asitlerine yukarda tasarlanan sekilde 4i3b kodlu PDB dosyasi kullanilarak

degistirilmesinin ardindan varyant UnaG proteinleri gosterilmistir.
3.3.5.Floresan ligandin ¢evresinin degistirilmesi

T61/37°’nin Ala/Ser/Val’e doniigiimiinii saglayan mutasyonlar (polaritenin etkisini
gosterebilmek i¢in) gergeklestirilmis olup floresan ligandin ¢evresinin degistirilmesi

i¢in tasarlanan mutasyonlara ait insortler Cizelge 3-10°da verilmistir.

Cizelge 3-10 Floresan ligandin ¢evresinin degistirilmesi i¢in tasarlanan insortler

Mutasyon Insort

CCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGGTCG
AGAAATTTGTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAGCCATA
ATTTTGGTGAATACCTGAAAGCTATCGGAGCCCCAAAGGA
ATTAAGCGATGGTGGGGATGCCGCAACGCCGACATTGTA
CATCTCCCAGAAGGACGGAGACAAAATGACAGTGAAAAT
T61A T37A | AGAGAATGGACCTCCTGCATTCCTTGACACTCAAGTAAAG
TTCAAATTAGGGGAGGAGTTCGACGAATTTCCTTCTGATC
GAAGAAAAGGCGTAAAATCTGTCGTGAACTTGGTGGGAG
AGAAGCTGGTGTACGTACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGA
CGACGTATGTCCGAGAGATAAAGGACGGTAAACTGGTCG
TGACACTTACGATGGGAGACGTCGTGGCTGTGCGCAGCTA
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CCGGAGGGCGACGGAATGAGGTACCTGATGAACG
CCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGGTCG
AGAAATTTGTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAGCCATA
ATTTTGGTGAATACCTGAAAGCTATCGGAGCCCCAAAGGA
ATTAAGCGATGGTGGGGATGCCAGCACGCCGACATTGTA
CATCTCCCAGAAGGACGGAGACAAAATGACAGTGAAAAT
AGAGAATGGACCTCCTAGCTTCCTTGACACTCAAGTAAAG
TTCAAATTAGGGGAGGAGTTCGACGAATTTCCTTCTGATC
GAAGAAAAGGCGTAAAATCTGTCGTGAACTTGGTGGGAG
AGAAGCTGGTGTACGTACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGA
CGACGTATGTCCGAGAGATAAAGGACGGTAAACTGGTCG
TGACACTTACGATGGGAGACGTCGTGGCTGTGCGCAGCTA
CCGGAGGGCGACGGAATGAGGTACCTGATGAACG
CCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGGTCG
AGAAATTTGTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAGCCATA
ATTTTGGTGAATACCTGAAAGCTATCGGAGCCCCAAAGGA
ATTAAGCGATGGTGGGGATGCCGTTACGCCGACATTGTA
CATCTCCCAGAAGGACGGAGACAAAATGACAGTGAAAAT
AGAGAATGGACCTCCTGTTTTCCTTGACACTCAAGTAAAG
TTCAAATTAGGGGAGGAGTTCGACGAATTTCCTTCTGATC
GAAGAAAAGGCGTAAAATCTGTCGTGAACTTGGTGGGAG
AGAAGCTGGTGTACGTACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGA
CGACGTATGTCCGAGAGATAAAGGACGGTAAACTGGTCG
TGACACTTACGATGGGAGACGTCGTGGCTGTGCGCAGCTA
CCGGAGGGCGACGGAATGAGGTACCTGATGAACG

T61S_T37S

T61V_T37V

Sekil 3-7 Yabanil tip UnaG proteini iizerinde treonin61 ve treonin37 amino asitlerinin goésterimi (Sekil
4i3b kodlu PDB dosyas1 kullanilarak olusturulmustur)
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Sekil 3-7’de 4i3b kodlu PDB dosyasi kullanilarak treonin61 ve treonin37’nin yabanil tip

UnaG proteini lizerindeki yerlesimi gosterilmistir.

Sekil 3-8 Yabanil tip UnaG proteini iizerinde treonin61 ve treonin37 amino asitlerinin A. alanin (A), B.
serin (S) ve C. valin (V)’e degistirildikten sonra gosterimi (Sekil 4i3b kodlu PDB dosyas1 kullanilarak
olusturulmustur)

Sekil 3-8’de 4i3b kodlu PDB dosyas1 kullanilarak treonin61, treonin37 nin, alanin, valin
ve/veya serin amino asitleriyle degistirilmesi tiizerine elde edilen varyant UnaG

proteinleri gosterilmistir.
3.4. Sekans Analizi

Saflagtirilan plazmitlerle, son konsantrasyonlarin yaklasik 100 ng/uL olmasi i¢in gerekli
seyreltmeler yapildiktan sonra 6 pL T7 Promotor primer (S5pmol/ uL) ve 6 pL plazmid
(80-100 ng/uL) olacak sekilde her bir mutasyon igin ayri ayri tiiplerde birlestirilip
niikleotid sekansinin dogrulugunun kontrolii i¢in DNA sekans analizi yaptirilarak
gerekli kontroller ger¢eklestirilmistir. Analiz verileri “FinchTV Sequence Analayzer ve

ExPASy Translate Tool” kullanilarak sonuglar kisminda EK-B’de sunulmustur.

(T7 Promotor Primer 5°-3’: TAATACGACTCACTATAGGG)
3.5. Elde Edilen Varyantlarin Ekspresyon, Ayirma ve Saflastirma Siirecleri

Yapilan mutasyonlar sonucu elde edilen plazmitlerin DNA sekans analizlerinin pozitif
¢ikmasi, iliretim asamasina gegilebilecegini gostermistir. Bu siirecte yapilan mutasyon

sonucu elde edilen her bir plazmite, yabanil tipe uygulanan yontemler dogrultusunda,
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once transformasyon ardindan 6l¢ek biiyiitme ile iiretim, ayirma ve saflastirma islemleri
uygulanmistir. Siire¢ icerisinde her bir varyantin sahip oldugu farkli fizikokimyasal
Ozellikleri nedeniyle karsilasilan bazi problemlerden dolay1r yabanil tip {izerinde

optimize edilmis prosediirde baz1 degisiklikler yapilmstir.
3.5.1. Transformasyon ve iiretim

Elde edilen varyant pTolT- UnaG plazmitlerinden iiretim yapmak i¢in her biriyle ayri
ayr1 E.coli C41 kimyasal kompetant hiicreleri kullanilarak transformasyon yapilmistir.
50 pL kompetant hiicre ve 2 pL plazmid aym tiip icerisine eklendikten sonra tiip buz
icerisine 30 dakika siiresince birakilmigtir. Sonrasinda 42°C’de 2 dakika 1s1 sokuna
maruz birakilip tekrar 5 dakikaligia buza brrakilmistir. Uzerine steril 500 uL LB besi
yeri eklenip 45 dakika 37°C’de 180 rpm’de inkiibasyonu yapilmistir. Siire sonunda
transforme hiicrelerden 200 pL alimip Amp (1:1000)’1i kat1 besi yerine yayma ekim
yapilip gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin olusan tek koloniler 50
mL steril Amp (1:1000)’1i LB besi yerlerine alinip gece boyu inkiibasyonu yapilmistir.
Bir gece once inkiibasyona birakilan 50 mL besi yeri i¢erinde gelisen hiicreler 4200
rpm’de 10 dakika santrifiij yapilip toplandiktan sonra siipernatant dokiiliip, ¢okelti
tizerine 5 mL steril taze LB besi yeri eklenmis ve hiicreler siispanse hale getirilip
inokiilant olarak kullanilmistir. 2 L erlen igerisinde hazirlanan 500 mL LB besi yerleri
(6 adet) steril edildikten sonra igerisine 500 pL. Amp ve 800 pL inokiilant eklenmistir.
Erlenler 180 rpm’de 37°C’de OD 0,7 olana kadar inkiibe edilmistir (Sekil 3-9). OD
0,7’ye ulastiginda 500 pL IPTG (1:1000) ile indiiklemesi yapilip saatte bir 6rnek
almarak protein iiretimi SDS PAGE ile takip edilmistir (Ek-C). Indiiklemenin 3.
saatinde hiicreleri toplamak icin 8000rpm 30 dakika santrifiij yapilip siipernatant

dokiildiikten sonra hiicreler yiikleme tamponu ile siispanse edilip toplanmuistir.

Sekil 3-9 Uretim sistemi
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3.5.2. Ayirma ve saflastirma islemleri

Ayirma saflastirma islemleri i¢in silispanse hiicrelerin iizerine proteaz inhibitdrii olarak
benzamidin ve PMSF eklenmistir. DNA ve RNA kontaminasyonunu engellemek i¢in
DNase ve RNase enzimleri eklendikten sonra hiicrelerin daha iyi parcalanmasini
saglamak i¢in lizozim enzimi ilave edilip, karstirilmistir. Biitiin ayirma islemleri
proteinin stabilitesini saglamak i¢in buz igerisinde yapilmistir. Sonikator cihazi (Sekil 3-
10A, Sonics Vibra Cell, %40 amplitude) ile hiicrelerin mekanik parcalanmasi
saglandiktan sonra 40000 rpm de 1 saat +4°C’de santrifiij edilip siipernatant kismi

dikkatli bir sekilde alinmistir.

Saflastirma caligmalarinin tamami +4°C’de yapilmistir (Sekil 3-10B). Saflagtirma islemi
icin 4 mL Ni-NTA agaroz (saflagtirmada sorun yasanan bazi varyantlara diyaliz
uygulandiktan sonra TALON Metal Affinity Resin ile yeniden saflastirma yapilmistir)
iceren kolon hazirlandiktan sonra siipernatant kolona transfer edilerek kolondan
gecirilmesi saglanmigtir. Kolondan gegirilen her fraksiyon etiketlenerek saklanmuistir.
Stipernatantin tamami kolondan gegtikten sonra 20 mL yilikleme tamponu kolondan
gecirildikten sonra 2 kere 20’ser mL yikama tamponu ile kolon yikanmistir. Son olarak
5 mL eliisyon tamponu ile proteinin toplanmasi saglanmistir. Her fraksiyondan 6rnek
alintip SDS PAGE ile analiz edilmistir (%12°lik jel, Ladder: Precision Plus Protein™
Standards) (Ek-C).

Sekil 3-10 A. Pargalama (Sonikator), B. Saflagtirma sistemi (Ni-NTA/TALON Kolon)
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Saflastirma siireci sonunda yapilan SDS PAGE analizinden elde edilen jel goriintiileri
dogrultusunda saf olan fraksiyonlara karakterizasyon analizinde kullanilmak {izere 6-8
kDa MWCO (Molecular weight cut-off) membran kullanilarak diyaliz islemi
uygulanmigstir. Yeterli saflikta olmayan varyant proteinler ise diyaliz isleminden sonra
tekrar kurulan bir saflagtirma kolonu sistemiyle saflastirma islemine tabi tutulup
yeniden diyaliz islemi yapilmistir. Diyaliz sonrasinda yapilan saflagtirma isleminden
elde edilen varyant proteinlerin SDS-PAGE jel goriintiisii, analizlerde kullanilan tim

proteinlerin, Sekil 4-18°de verilmistir.
3.6. Uretilen Proteinlerin Karakterizasyon Cahsmalari

Karakterizasyon caligmalarin1 yabanil tip UnaG proteininin Thrombin enzimi kesim
caligmalari, dizi analizi, mikro hacimli spektrofotometrede ve -elektroforez ile
karakterizasyon, Western Blotlama, dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi, proteinlerin
termal agilma sicakliklari, floresans spektroskopisi ve floresan titrasyon basliklarina

altinda incelenmis ve asagida sunulmustur.
3.6.1. Yabaml tip UnaG proteini trombin enzimi kesim ¢calismalari

Kesim caligmalart Merck (Novagen) 69671 Thrombin, Restriction Grade kiti
kullanilarak iireticinin &nerdigi prosediire gore gergeklestirilmistir. i1k olarak liyofilize
haldeki thrombin enzimi, thrombin seyreltme/saklama tamponunda ¢oziiliip kesim
calismasinda kullanmak iizere ayni tamponla enzim miktar: mikro litrede 2U, 5U ve

10U olacak sekilde seri seyreltmeler yapilmistir.

Cizelge 3-11 Thrombin enzim kesim reaksiyon bilesimi

Miktar Reaksiyon Bileseni
S5uL 10X Trombin Boéliinme / Yakalama Tamponu
10 ug UnaG proteini
ms Seyreltilmis Trombin (her tiip, 1 pL farkli enzim diliisyonu alir.
Kontrol olarak bir tiip sadece seyreltme/saklama tamponu igerir)
X uL De-iyonize su
50 uL Toplam hacim

Calisma kesim oncesi kaynatilmig UnaG proteini ve kesim sonrast kaynatilmis UnaG
proteini olarak iki grup halinde tasarlanmistir. Cizelge 3-11°de belirtilen tampon

miktarlart ile kesim Oncesi kaynatilmig 10 pL 0,5 mg/mL UnaG+2 {inite thrombin,
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kesim oncesi kaynatilmig 10 pL 0,5 mg/mL UnaG+5 {inite thrombin, kesim Oncesi
kaynatilmis 10 pL 0,5 mg/mL UnaG+10 iinite thrombin, kesim sonras1 kaynatilmis 10
uL 0,5 mg/mL UnaG+2 iinite thrombin, kesim sonrasi kaynatilmig10 pL 0,5 mg/mL
UnaG+5 iinite thrombin ve kesim sonrasi kaynatilmis 10 pL 0,5 mg/mL UnaG+10 iinite
thrombin enzimi farkli tiipler igerisinde birlestirildikten sonra oda sicakliginda
reaksiyona birakilmigtir. Kontrol grubu olarak sadece UnaG proteini ve
seyreltme/saklama tamponu igeren 6rnek kullanilmis olup SDS-PAGE analiz yontemi

ile proteinlerin ayrilma dereceleri belirlenmistir (Sekil 4-17)
3.6.2.Elektroforez ile Karakterizasyon

Uretim siirecinin takibi ve siirecin sonunda uygulanan ayirma saflastirma isleminden
elde edilen fraksiyonlarin saflik derecelerinin kontrolii i¢in %12’lik SDS PAGE
hazirlanmistir. Hazirlanan jel karisimi plakalar arasina yiiklendikten sonra tanka
yerlestirilmis ve tank SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Ornekler
kuyucuklara yiikleme boyasiyla 1:1 oraninda etkilestirildikten sonra 95°C’de 5 dakika
kaynatilip denatiire edilerek SDS-PAGE jelinin kuyucuklarina 10’ar plL yiiklenmistir.
Precision Plus Protein™ Standards markér olarak kullanilmustir. 180 voltta biorad mini
protean SDS PAGE sisteminde yaklasik olarak 45 dakika siiresince (boya ayirma
jelinden uzaklasincaya kadar) yiritilmistiir. Staining ve de-staining islemleri
uygulanmis olup bantlar1 goriiniir hale getirildikten sonra jel goriintiileri Biorad
ChemiDoc™ MP goriintiileme cihazinda goriintiilenip kaydedilmistir (Ek-C).

Cizelge 3-12 Uretilen varyant UnaG proteinlerinin nicel analizi icin gerekli olan molekiil agirh@1 ve
ekstinksiyon (molar sogurum) katsayilari

Mutasyonlar MA (Da) pl (pH) | Ekstinksiyon Katsayis1 (M1 cmt)
N57D 27301,07 8,33 24535
N57E 27315,10 8,33 24535
N57R 27342,17 8,83 24535
F17Y 27316,08 8,62 26025
F17M 2728410 8,63 24535
L41F 27334,10 8,63 24535
Y99F_Y134W 27307,12 8,65 27055
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Y99M_Y134M 27236,12 8,65 21555
WOF_W103F 27222,01 8,63 13535
T61A_T37A 27240,03 8,63 24535
T61S_T37S 27272,03 8,63 24535
T61V_T31V 27296,14 8,63 24535

Uretilen varyant UnaG proteinlerinin kantitatif analizi mikro hacimli spektrofotometre
(DeNovix DS-11 Series Spectrophotometer/Fluorometer) kullanilarak 6l¢iilmiis ve 280
nm deki sogurum degerleri Lambert-Beer kanuna gore (Cizelge 3-12’de verilen molar
sogurma katsayilart1 ve molekiiler agirliklar1 kullanilarak) hesaplanmistir. Cizelgede
verilen degerler proteinlerin amino asit dizileri girildikten sonra ExXPASy ProtParam

Tool (http://web.expasy.org/protparam/) kullanilarak teorik olarak hesaplanmuistir.
3.6.3. Western Blot

Varyant UnaG proteinleri %12’lik SDS PAGE jelinde, 180 voltta yaklasik 45 dakika
boyunca yiiriitilmiistiir. Kontrol amacgli her jelden ikiser adet hazirlanmis ve
ylritiilmustir. Jellerden bir tanesi blotlama isleminde kullanilirken digeri protein
bantlarinin goriintiilenmesi i¢in kullanilmistir. Blotlama isleminde kullanilacak blotlama
kagitlar1 ve nitroseliiloz membranlar %20 metanol igceren 1X CAPS tamponunda (ultra
saf su ile hazirlanan 100 mM CAPS pH:11, saklama kosulu +4°C) yarim saat
bekletilmistir. Elektroforezden elde edilen SDS PAGE jelleri ise ayn1 tampon igerisinde
2 dakika bekletilmistir.

Yar1 kuru transfer diizenegi (semi-dry blotter) icerisine en altta kagit olacak sekilde
sirastyla kagit iizerine nitroseliiloz membran, SDS PAGE jeli ve en iistte yine kagit
olacak sekilde yerlestirilmistir. Hava baloncugu kalmamasina 6zen gosterildikten sonra
20mA’da 30 dakika siirecince yiiriitiilmiistiir. Blotlamanin ardindan jel, protein
kalintilarin1  gérmek i¢in commasie mavisi ile boyanip, destaning yapilmistir.
Nitroseliilloz membrandaki proteinleri gostermek i¢cin Ponceau S boyasi ile boyandiktan
sonra boyayr membrandan tekrar ¢ikarmak i¢in PBS ile boya cikana kadar yikama
yapilmustir. TBS (2 litre igin; 2 gr KCI, 60 gr Tris, 80 gr NaCl, pH:8) ile %5’lik yagsiz

siit sollisyonu hazirlanip falkon tiipii igerisine 25 mL yagsiz siit sollisyonu ve membran
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yerlestirilmistir. +4°C’de iki saat boyunca roller karistirict iizerinde bekletildikten sonra

falkon tiip igerisindeki siit uzaklastirilmistir.

Primer anti body olarak fare 6*His Monoclonal Antibody (Cusabio Technology, CSB,
MAOQ00011MOm) (Sekil 3-11A) kullanilmis olup falkon tiipii igerisinde 4 pL primer
anti body / 2mL siit olacak sekilde +4°C’de 4 saat roller karigtirict {iizerinde
bekletilmistir. 4. saatin sonunda iki kez 20 mL 1X TBS tamponu ile oda sicakliginda
5’er dakikalik siireclerle yikama yapilmistir.

(i

Sekil 3-11 A. Primer antibody: 6*His Monoclonal Antibody, B. Seconder antibody: Anti-Mouse 1gG
(whole molecule)-Peroxidase

Sekonder anti body olarak tavsan Anti-Mouse 1gG (Whole molecule) — Peroxidase
(Sigma Aldrich, A9044) (Sekil 3-11B) kullanilarak roller karistirict iizerinde oda
sicakliginda falkon tiipii igerisinde membran ve 10 pL sekonder anti body / 2mL TBS
tamponu olacak sekilde 4 saat inkiibe edilmistir. 4. saatin sonunda iki kez 20 mL 1X
TBS tamponu ile oda sicakliginda 15’er dakikalik stireglerle yikama yapilmistir. 10 mL
etanol igerisinde 50mg 4-chloronathol ¢oziildiikten sonra {izerine 50 mL iyilestirme
tamponu ve 60 uL H202 eklenerek taze iyilestirme soliisyonu (1 litre igin; 3 gr Tris, 8 gr
NaCl, 0.1 gr Na2HPOQOg4, pH:7.2) hazirlanmistir. Membran yeni temiz bir plastik tagima
kaba transfer edildikten sonra iyilestirme soliisyonu, membranin ylizeyi kaplanacak
sekilde tasima kabina eklenmis ve birkag dakika ¢alkalama yapilarak inkiibe edilmistir.
Reaksiyonu durdurmak ig¢in sicak su ile ¢ok kisa siire yikama yapilip membran kuru
hava ile kurutulduktan sonra Biorad ChemiDoc™ MP jel goriintiileme cihazinda jel

goriintiileri kaydedilmistir (Sekil 4-19 & 4-20 & 4-21 4-22 & 4-23 & 4-24).
3.6.4.Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi

Dairesel dikroizm spektroskopisi ¢aligmalari i¢in Jasco 810 spectropolarimeter cihazi

kullanilmistir. Her bir mutant ve yabamil tip UnaG igin 0,1 mg mL™ konsantrasyonunda

52



ornekler hazirlanarak bir gece boyunca 50mM pH: 8,5 fosfat tamponuna kars1 diyaliz
edilerek tuzlardan armdirilmigtir. Tim Far UV 6l¢iimleri i¢in 0,1 cm quartz glass
cuvette (Hellma; 110-1-40 QS) kullanilmistir. Elde edilen proteinlerin 3 boyutlu
konformasyonlarinin  tesekkiil ettigine dair bir veri elde edilmesi amaciyla
gerceklestirilen Far UV CD olglimleri 195-250 nm arasinda ti¢ tekrarli olarak alinmastir.
CD spektroskopisi Ol¢iimleri hem ApoUnaG hem de bilirubin ile birlikte HoloUnaG

icin alinmastir. Elde edilen sonuglar Molekiiler CD cinsinden EK-D’de sunulmustur.
3.6.5. Termal acilma sicakhiklar:

E.coli C41 susunda ekspres edilerek saflagtirilan tiim mutant ve yabanil tipli UnaG
proteinlerine ait termal agilma sicakliklarmin belirlenebilmesi amaciyla CD
spektroskopisi ile “thermal unfolding” ¢alismalar1 ger¢eklestirilmistir. Her bir mutant ve
yabanil tip UnaG igin 0,1 mg mL™ konsantrasyonunda 6rnekler hazirlanarak bir gece
boyunca 50mM pH: 8,5 fosfat tamponuna karsi diyaliz edilerek tuzlardan
arindirlmistir. Olgiimler sirasinda; Data pitch: 2°C, Bandwith: 2 nm, Response: 4 sec.,
Ranging: 1°C/m, Cuvette: 0,1 cm, Temp: 95°C = 21°C ayarlar1 kullanilmistir. Yabanil
tip ve tiim varyant Apo/HoloUnaG proteinlerine ait termal acgilma grafikleri Sekil 4-25
& 4-26’da sunulmus olup elde edilen tiim mutantlarin termal agilma sicakliklarina ait

veriler ayr1 ayr1 Ek-E’de sunulmustur.
3.6.6.Floresans spektroskopisi

Floresans spektroskopisi analizleri HITACHI Fluorescence Spectrophotometer F-7100
cihaz1 ile gergeklestirilmistir (Sekil 3-12). Floresan ¢alismalar1 kapsaminda ilk olarak
her bir varyanta ve yabanil tipe ait eksitasyon ve emisyon noktalar1 belirlenmistir
(Cizelge 4-5). Excitation ve emission slit degerleri 10.0 nm olarak ayarlanmis ve PMT

voltage degeri 700 V olarak se¢ilmistir.

Floresan yogunlugu i¢in yapilan analizde kullanmak tizere %0,002 bilirubin hazirlamak
igin Once, 1mg bilirubin 1 mL saf suyla birlestirilmis ve ¢Oziinmesi i¢in iizerine bir
damla 2M sodyum hidroksit ilave edildikten sonra 200mM Tris HCI (pH: 8,4) ile son

hacim 50 mL’ye tamamlanmustir.
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Sekil 3-12 Floresans Spektroskopi cihazinin (A) igten goriiniimii, (B) genel goriiniimii

Elde edilen saf yabanil tip ve varyant UnaG proteinlerinin {izerine %0,002 bilirubinden
(v/v, 1:1) eklenerek belirlenen 1s1ma noktalarina gore floresans spektroskopisinde
floresan yogunlugu Ol¢iilmiistiir. Yapilan analiz sonucu yabanil tip ve varyant
HoloUnaG proteinlerine ait uyarilma ve 1s1ma noktalar1 Cizelge 4-5’te ve grafikleri Ek-

F’de sunulmustur.
3.6.7. Varyantlarin bilirubin ile ayrisma sabitlerinin belirlenmesi

Tez calismalarinda protein miihendisligi teknikleriyle elde edilerek saflastirilan 12 farkli
varyant UnaG proteinin degisen afinitelerde bilirubine baglanabildigi CD spektroskopisi
denemeleriyle gosterilmistir. Tiim varyant proteinlerin UC-BR’ye karst nM seviyesinde

afinite gosterdigi anlasilmistir.

HITACHI F-7100 Fluorescence spectrophotometer (Sekil 3-12), cihazinda yapilan
floresan titrasyon ¢aligmasinda emission modunda tarama yapilmis olup excitation ve
emission slit degerleri 10.0 nm olarak ayarlanmis ve PMT voltage degeri 700 V olarak

secilmistir.

Titrasyon calismasi i¢in tim mutantlar ve yabanil tip UnaG i¢in baglangic protein
konsantrasyonu 200 nM olarak kullanilmistir. Hazirlanan %0,002 bilirubinin son
konsantrasyonu 600nM olacak sekilde ayni tris tamponu ile seyreltilerek kullanilmistir.
Hazirlanan proteinlerden floresan kiivetine 400 puL eklenip iizerine, 600nM bilirubinden
artan belirli miktarlarda eklenmesiyle ApoUnaG’mm UC-BR ile doygunluga ulasmasi
saglanmigtir. Floresans spektroskopisi cihazinda bilirubinin her ilavesinin ardindan

floresan 6l¢iim alinmis ve kaydedilmistir. Floresan yogunlugunun sabitlenip, proteinin
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doygunluga ulastig: siirecte ekleme islemi durdurulmustur. Bu islem yabanil tip ve her

bir varyant UnaG proteini i¢in tekrarlanmistir.

Gergeklestirilen titrasyon ¢alismasina ait veriler Sigma Plot paket programinda analiz
edilerek Kqg degerleri belirlenmistir. Varyantlarin floresans spektroskopisi ile elde edilen
floresan yogunluklarindan yola ¢ikilarak olusturulan lineer doygunluk egrileri EK-G’de
sunulmustur. Yabanil tip ve varyant UnaG proteinlerine ait UC-BR i¢in Kq¢ degerleri

Cizelge 4-6’da sunulmustur.
3.6.8.Sicakhiga Bagh Floresan Siddeti

Uzerine UC-BR (%0,002) eklenerek (v/v, 1:1) floresan hale gelmis tiim varyant
proteinlerin (0,1 mg/mL protein) floresan siddetindeki degisim, sicakligin 20°C’den
baglayarak 90°C’ye kadar 1’er °C artirllmasiyla QIAGEN Rotor-Gene Q marka gergek
zamanlt PCR cihazinda 6l¢iilmiistiir. Yabanil tip ve varyant UnaG proteinlerine ait

sicakliga bagli floresan siddetindeki degisimler Sekil 4-27°de sunulmustur.
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgular asagida basliklar halinde sunulmustur.
4.1. Yabaml Tip UnaG Proteininin Uretimi

Yaban tipi UnaG proteininin iiretimi i¢in pTolT-UnaG plazmiti (Sekil 4-1A) ¢ogaltma
ve saflagtirma islemleri gerceklestirilmistir. Mikro hacimli spektrofotometre cihazi
kullanilarak plazmitlerin konsantrasyonlar1 Ol¢ililmiistiir. Saflastirma siirecinden elde

edilen plazmitlerin konsantrasyonlart;

1.) 51,2 ng/ uL

2.) 51,3 ng/ pL

Sekil 4-1 A. Yabanil tip UnaG plazmitinin E.coli C41 susuna transformasyonu, B. Fiizyon UnaG proteini
tiretmek i¢in kullanilan pTolT-UnaG’1n niikleotid sekansina dayanan dogrusal plazmid haritasi

Elde edilen plazmitlerin {i¢ fakli konak¢1 E.coli susuna transformasyonu (Sekil 4-1B)
sonucu yapilan kiigiik ¢apli tiretimlerden elde edilen ekspresyon verileri Sekil 4-2’de
sunulmustur. Jel goriintiisiine gore indiiklemenin ardindan UnaG proteinini en iyi
eksprese eden susun E.coli C41 oldugu isaretli bantlarla gosterilmistir. E.coli C41
susunun aksine E.coli Al ve E.coli plysE suslarinda indiiklenen ve indiiklenmeyen
tiretim agsamalarinda 27 kDa seviyesinde herhangi bir bant gozlenmemistir. Bu yiizden

konake1 hiicre olarak E.coli C41 susu se¢ilmistir.
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€41 susunda Uretim BL21 (DE3) Al susunda liretim BL21 (DE3) plysE susunda liretim
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Sekil 4-2 Sus optimizasyonu i¢in E.coli C41, E.coli BL21 (DE3) Al ve E.coli BL21 (DE3) plysE
suslarinda yapilan UnaG protein iiretimi

Konakegr hiicre se¢iminin ardindan iiretim igin tekrar E.coli C41 susuna transformasyonu
(Sekil 4-1A) yapilan yabanil tip UnaG plazmitinden 6lgek biiylitme ile protein liretimi
gergeklestirilmistir. Uretim asamasinda E.coli hiicrelerinin belirlenen yogunluga
ulastiktan sonra indiiklenmesinin ardindan saatte bir alinan Orneklerle {iretimin

gercgeklestigi Sekil 4-3’de sunulmustur.
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Markor 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat

Sekil 4-3 E.coli C41 susunda yapilan yabanil tip UnaG protein tiretimi
4.1.1. Ayirma ve saflastirma siirecleri

Uretilen yabanil tip UnaG proteininin ayirma islemlerinde enzimatik parcalanma igin
lizozim enzimi kullanilirken mekanik parcalama islemi i¢in sonikasyon ydnteminden

faydalanilmistir (Sekil 3-10A). Proteinin par¢alanmamasi i¢in PMSF ve benzamidin
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proteaz inhibitorleri kullanilirken, DNA ve RNA i¢in ise parcgalayici enzimler ortama
ilave edilmistir. Hiicre lizat1 ve diger yiiksek molekiiler agirliga sahip molekiillerin
uzaklastirilmasi i¢in ultrasantrifiigasyon islemi yapildiktan sonra siipernatant kismi

alinip saflastirma islemi i¢in kullanilmistir.

50 kDa —>

37 kDa —>

| ——
oo D —s ~am— pe——
20 kDa —»

Markor Yikama 1 Yikama 2 Elisyon 1 Ellisyon 2 Eliisyon 3

Sekil 4-4 E.coli C41 susundan iretilen UnaG proteinin Ni-NTA kolonunda saflastirilmasi

Saflastirma isleminde afinite kromotografisinden yararlanilmistir (Sekil 3-10B). Sekil 4-
4’de, afinite kromotografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarin elektroforez jelinde
yiiriitiilmesiyle elde edilen jel goriintlisii verilmistir. Buna gore 27,3 kDa seviyesinde
eliisyon ve yikama fraksiyonlarinda bantlar goriilmiis olup bu bantlarin disinda baska
bantlarin o siitunlarda go6zlenmemesi proteinin saf bir sekilde elde edildigini

gostermistir.

Saflastirma siirecinin kontrolii amaciyla hazirlanan SDS PAGE jelinde (Sekil 4-4)
yaban tipli UnaG proteininin Ozellikle eliisyon asamasinda saf olarak elde edildigi
goriilmiistiir.  Eltisyon  1-2-3  birlestirilerek ~ konsantrasyonu  mikro  hacimli
spektrofotometrede Ol¢iiliip 0,93 mg/mL konsantrasyona sahip 35 mL hacminde 32,55

mg protein elde edilmistir

Fraksiyonlarin igerisinde bulunan imidazoliin uzaklastirilmasi amaciyla 6-8 kDa
MWCO membran kullanilarak diyaliz islemi uygulanmistir. Tiim bu siirecin sonunda
diyaliz {iriinleri mikro hacimli spektrofotometrede Ol¢iilmiis ve 0,63 mg/mL

konsantrasyona sahip saf yabanil tip UnaG proteini elde edilmistir.
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4.2. Yabaml Tip UnaG Proteininin Geri Kazanimi ve Yeniden Kullanilabilirligi

UnaG proteini ile UC-BR birlestirildikten sonra, UnaG proteininin geri kazanim
caligmalar1 farklt metal iyonlarinin UnaG-UC-BR {izerine eklenip, etkilerinin
incelenmesiyle yapilmistir. Yapilan calismada oncelikle UnaG proteini ile metal
etkilesimleri SDS-PAGE ile incelenmis, ardindan UnaG-UC-BR metal etkilesimlerine
bagli floresan ve UV-Vis olgtimleri alinmistir. Bu etkilesimlere gére UnaG-UC-BR
kompleksinden UC-BR’yi, onunla selat yapip ayirabilecek bir metal iyonu segilerek,

proteinin geri kazanim ¢alismas1 yapilmaistir.

UnaG proteininin konformasyonel yapisinin metal iyonlari varliginda herhangi bir
degisime ugrayip ugramadigini géstermek adina SDS PAGE ile analiz yapilmistir (Sekil
4-5). Yapilan analizde Al*® iyonu proteini agrege hale getirirken, Co*? iyonu ilavesinde
proteinde kayiplar gozlenmistir. Ayrica Fe*? metal iyonlarinin proteinin yapis iizerinde

ki olumsuz etkisi, demir iyonu silitununda herhangi bir bant goriilmemesinden

anlasilmaktadir.
kDa
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Sekil 4-5 Metal iyon kompleksleri ile UnaG'in %12 SDS PAGE goriintiisii

Cesitli metal iyonlarinin (2x107M) (Al3, Ba*?, Ca*?, Co*?, Cs*, Cu*?, Fe*?, Hg*?, Li",
Mg*2, Na* ve Ni*?) UnaG-UC-BR (0,3 mg/mL) iizerine ilavesiyle floresan yogunlugu
Olgtimleri alinmistir (Sekil 4-6A-B). UnaG-UC-BR Aex= 498 nm de uyarildiginda Aem=
528 nm de emisyon piki gézlenmistir. Metal iyonlarin ilavesiyle emisyon pikinde

herhangi bir kayma gozlenmezken, floresan yogunlugunda eklenen metal iyonuna bagh
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olarak farkli miktarlarda azalmalar gdzlenmistir. Cu*? ve Ni*? iyonlar1 UnaG-UC-BR

kompleksinin floresan siddetini soniimlemistir.

a0 1200 UnaG-UC-BR ’§° 1400
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Sekil 4-6 A. Metal tuzlariin eklenmesi tizerine UnaG-UC-BR'nin floresans spektrumlari (Aex = 498 nm),
B. Cesitli metal iyonlarinin UnaG-UC-BR’ye eklenmesi ile 527 nm'de emisyon yogunlugunun degisimini
gosteren bar grafigi

Metallerle UnaG-UC-BR arasindaki muhtemel etkilesimleri gérmek adina giin 15181 ve
UV 11k altinda gorintiiler alimmustir (Sekil 4-7). Bakir, demir ve nikel iyonlar1 floresan
sonlimlenmesine neden olurken diger metallerde kayda deger bir degisiklik
goriilmemistir. Demir iyonlari, yapilan SDS PAGE ¢alismasinda elde edilen goriintiiye
gore UnaG proteininin degredasyonuna neden olmustur. Geri kazanim c¢alismalarinda
Ni-NTA afinite kolonu kullanilmas1 hedeflendiginden, kolona Ni*? ile spesifik olmayan

baglanmalarin olmamasi gerekmektedir. Bu ylizden, ii¢ metalden sadece bakir geri

kazanim ¢alismalarinda kullanilmistir.

UnaG AP+ Ba** Cs** Co** Cs* Cu?** Fe** Hg** Li* Mg** Na* Ni**
+BR

UnaG AP Ba® Ca? Co* Cs* Cu®* Fe?* Hg* Li* Mg Na' Ni?*
+ BR

Sekil 4-7 Eklenen metal iyonlariyla, UnaG-UC-BR'nin floresan renk degisimi (A) giin 15181 altinda, (B)
UV 15181 altinda
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Elde edilen UV-Vis sonuglarina gore UC-BR i¢in 496 nm ve UnaG igin 280 nm
civarinda karakteristik pikler goriilmiistiir. UnaG ve UC-BR’nin birlestirilmesiyle iki
pikte de diisiisler gézlenmistir. Literatiirde de belirtildigi iizere bu diistisler UnaG ile
UC-BR arasindaki etkilesimden kaynaklanmaktadir. UnaG-UC-BR bilesimine Cu*?’nin
ilavesi ile piklerde yine bir diislis gézlenmistir. Diger metal iyonlarinin ilavesiyle olusan

piklerle kiyaslandiginda en ¢ok diisiis Fe*2, Cu*? ve Ni*?’de goriilmiistiir (Sekil 4-5A-B).

A 12 B 12
’ UC-BR UnaG-UC-BR
N 0,9
:
g a 06
1
5 0
] ]
K 2 03
< g
0 S——
g & & & & W A & & =& T &
<8889y e2z
250 350 450 550 3
Dalga Boyu (nm) M
C 1,2
0,8 UnaG-UC-BR +Cu?

Absorbans

390 490 590 690 790
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4-8 A. UnaG, UC-BR, Cu*?, UnaG-UC-BR, UnaG-UC-BR-Cu*?nin normalize UV-Vis absorbans
spektrumlari, B. Cesitli metal iyonlarmin uygulandigi UnaG-UC-BR'nin 498 nm'de absorbansinin
degisimini temsil eden bar grafigi, C. UnaG-UC-BR'nin tris tamponunda Cu*? iyonlarmin (0-10 esdeger)
eklenmesi ile elde edilen titrasyon profili

Literatiirde, bakir ve bilirubin molekiilleri arasinda giiclii bir etkilesim oldugu
bilinmektedir. Cu*?’nin UnaG-UC-BR iizerine etkisini gdstermek i¢in UV-Vis titrasyon

denemesi yapilmistir (Sekil 4-8C).

UnaG-UC-BR kompleksi ile bakir iyonlar1 bir araya getirildiginde bakir iyonlarimin
bilirubin ile etkilesimi sonucu floresan soniimleme gergeklesmistir. Bu soniimlemenin
ardindan elde edilen UnaG-UC-BR-Cu*? karisimi Ni-NTA agaroz rezin kullanilarak

afinite kromotografisi ile ayirma-saflagtirma islemi uygulanmistir. Elde edilen
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fraksiyonlara SDS PAGE uygulanmistir ve jel goriintiisiine gore proteinin saf bir sekilde
elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4-9). Geri kazanilan protein UnaG* olarak

adlandirilmistir.

kDa
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Sekil 4-9 UnaG*'n %12 SDS PAGE jel goriintiisii (geri kazanim deneylerinden sonra), Kontrol: Yabanil
Tip ApoUnaG proteini

Ni-NTA agaroz rezin, nikel bazli metal afinite kolonu ile His etiketli proteinlerin
saflastirllmasinda  yaygin olarak kullanilir. Bu nedenle, Cu*? ve UC-BR-Cu*2
kompleksleri, Apo-UnaG veya kolon ile herhangi bir etkilesime girmeden kolondan
ayrilmistir. Geri kazanim deneylerinden sonra elde edilen sonuglara gére hem eliisyon
hem de ApoUnaG'in yaklasik 27,3 kDa'da ayni bantta oldugu goriilmiistiir. Bu sonug,

ApoUnaG'in bakir iyonlari tarafindan 6nemli dlgiide geri kazanildigini kanitlamistir.

UnaG* proteininin geri kullanilabilirligi igin tizerine UC-BR eklendikten sonra
floresans spektroskopisi ile floresan yogunlugu olgiimleri yapilmistir. Mikro hacimli
spektrofotometrede geri kazanilan proteinin konsantrasyonu 0,255 mg/mL olarak
Olclilmiistiir. Elde edilen saflasgtirma iiriini UV 1s1k altinda ve giin 15181 altinda

gozlemlenmistir (Sekil 4-10).
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Sekil 4-10 HoloUnaG ve Apo/HoloUnaG* proteinlerinin floresan isimalarinin karsilagtirilmasi A: Giin
1s181nda, B: UV 1s1k altinda. 1. UnaG-UC-BR (0,31 mg/mL), 2. UnaG-UC-BR-Cu?* 3. UnaG* (0,255
mg/mL), 4. UnaG*-UC-BR

UnaG*’1n tekrar kullanilabilirligi icin yapilan bir diger calisma ise Cu*? ile floresan
titrasyondur. UnaG*-UC-BR floresan kompleksine artan miktarlarda Cu*? ilavesiyle
floresan siddetinin soniimlenmesi gosterilmistir. Geri kazanimin karsilastirilmast igin

aynt islem UnaG-UC-BR kompleksine de uygulanmistir (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11 Cu*?iyon konsantrasyonunun 1 ila 20 esdegerde arttirilmasi iizerine (A) UnaG-UC-BR, (B)
UnaG*-UC-BR'nin floresans spektrumlari

Yapilan calismalar UnaG proteinin geri kazanildigini ancak, elde edilen floresans
spektrumlara ve konsantrasyon Olglimlerine gore geri kazanimda kayiplarin

yasanmasina bagli olarak floresan siddette ve konsantrasyonda diisiislerin gézlenmistir.

4.3. Mutasyon Islemleri

Son yillarda molekiiler klonlama ¢alismalarinda nokta mutasyonlar i¢in daha hizli ve

basarili bir yontem olmasi nedeniyle SLIC (sequence- and ligation-independent cloning)
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yontemi bu tez kapsaminda da varyant UnaG proteinlerini elde etmek amaciyla tercih
edilmistir. Bu yontemde reaksiyonun baslangicinda, T4 DNA polimerazin eksoniikleaz
aktivitesinin insort ve vektor arasindaki Ortiismeyi tam saglamasi i¢in dNTP’ler
reaksiyon ortamina ilave edilmeden siire¢ baslatilir. Ortiisme saglandiktan sonra,
reaksiyon ortamina dCTP tamponu eklenerek enzimin polimeraz aktivitesi gostermesi
saglanir ancak eklenen bu tamponda tam bir ANTP seti olmadig1 i¢in reaksiyon durur.
Sonugta Dbirbirinin komplementeri olan 4 u¢ olusur ve bu uclar korunarak
transformasyon yapilir. Transformasyon siirecinde E.coli olusan uglari tamir eder.
Protokoliin bu modifikasyonu sayesinde yapilacak olan herhangi bir vektoriin igine

sekanstan bagimsiz bir insort yerlestirme gerceklestirilebilir.

Mutasyon noktalarindaki amino asitlerden bazilar1 bilirubinin UnaG’a baglanmasi
acisindan 6nem arz ederken, bazilar1 floresan ligand bdlgesinde olmasi nedeniyle dikkat
cekmektedir. Bir kismi1 ise yeri ve yapist itibari ile aromatik halka igeren baska bir
amino asit ile degistirilmis olanlardir. Mutasyonlarin kimyasal yap1 degisimi Ek-A’da

sunulmustur.

Yontemde primer tasariminda mutasyonlar primerlerin igerisinde yer almakta olup

tasarlanan bu mutajenik primerlerle PCR reaksiyonu yapilmistir (Sekil 4-12).

4 )

Seq 1 (R) _® Seq 2 (F)

Alignment of Sequence 1: [N57D R.xdna] with Sequence 2: [N57 F.xdna]

Seq 1 42 GACRAAAATGACAGTGAAAATAGAGgatggacctcctacgttec---- 1

FIEETITEETErntd
Seq 2 1 = mmmmmmmmmm GGACCTCCTACGTTCCTTG 19

Sekil 4-12 SLIC reaksiyonunda tek nokta mutasyonlar i¢in tasarlanan mutajenik primer eslesmesi

Primerler ve polimeraz enzimi i¢in uygun calisma sicaklifi (annealing temperature)
belirlenmek adma yapilan gradient PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiilmesi sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 4-13°de sunulmustur. Sekle gore, 50-
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70°C arasinda uygulanan PCR reaksiyonu sonucu en parlak ve belirgin bandin 70°C’de

oldugu goriilmektedir.

6000 b
5000 b
4000 b
3000 bg
2000 b¢

1500 b
1000 bg

800 be
600 bg
400 bg

200 bg

Sekil 4-13 Gradient PCR iiriinlerinin %1°lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra elde edilen jel goriintiisii

»  Tek nokta mutasyonlar icin: Bu optimizasyon basamaginin ardindan reaksiyon
hacmi arttirllarak Cizelge 3-2’de belirtilen miktarlar dogrultusunda klasik PCR
reaksiyonu her bir tek nokta mutasyonu icin ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. Reaksiyon
tirtinleri elektroforez sisteminde yiiriitiildiikten sonra (Sekil 4-14) mutasyona ugramis

lineer pTolT-UnaG gen dizisi jelden saflastirilmistir.

Sekil 4-14 Her bir tek nokta mutasyon i¢in yapilan PCR {iriinlerinin %]1°lik agaroz jelde yiiriitiilmesi; 1.
N57D, 2. N57E, 3. N57R, 4. L41F, 5.F17M, 6.F17Y
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Saflagtirma isleminin ardindan her bir lineer plazmitin konsantrasyonu mikro hacimli
spektrofotometrede Olcililmiis olup sonuglart Cizelge 4-1’de (SLIC’ten Once
konsantrasyon) sunulmustur. Tekrar halkasal plazmid elde etmek i¢in SLIC reaksiyonu
gergeklestirilmis ve elde edilen halkasal plazmitlerle plazmid g¢ogaltilmasi amaciyla

transformasyon yapilmistir.

Plazmid izolasyonunun ardindan her birinin konsantrasyonu mikro hacimli

spektrofotometrede Sl¢iilmiistiir (Cizelge 4-1, SLIC’ten sonra konsantrasyon).

Cizelge 4-1 Tek nokta mutasyonlar igin SLIC reaksiyonu dncesi ve sonrasi plazmid konsantrasyonu

Mutasyon SLIC’ten 6nce SLIC’ten sonra
konsantrasyon (ng/uL) | Konsantrasyon (ng/pL)
N57D 427,78 110,64
N57E 118,43 116,81
N57R 316,01 116,44
L41F 341,07 108,83
F17M 114,49 119,08
F17Y 147,59 117,43

Transformasyon isleminin ardindan elde edilen kolonilerden Cizelge 3-6’da belirtilen
miktarlarla koloni PCR yapilarak, sekans analizine gondermek i¢in pozitif koloniler

secilmistir (Sekil 4-16).

>  Ikili nokta mutasyonlar icin: Lineerlestirilen pTolT plazmitinin agaroz jelden
saflagtiritlmas1 yapilmistir (Sekil 4-15). Plazmid izolasyonunun ardindan konsantrasyonu
mikro hacimli spektrofotometrede 280,77 ng/uL olarak olgiildiikten sonra SLIC
reaksiyonunda kullanmak iizere son konsantrasyonu 100 ng/uL olacak sekilde
seyreltilmigtir. Cizelge 3-5’de belirtilen miktarlar dogrultusunda gerceklestirilen SLIC

reaksiyonunun ardindan transformasyon yapilmaistir.
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pTolT
plazmiti
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3000 bg
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Sekil 4-15 Lineerlestirilen Plazmitin jel ekstraksiyondan 6nceki %1°lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra

elde edilen jel goriintiisii

Transformasyon isleminin ardindan elde edilen kolonilerden Cizelge 3-6°ya gore koloni
PCR yapilarak, sekans analizine gondermek i¢in pozitif koloniler secilmistir (Sekil 4-
16). Koloni PCR’da beklenen, His Tag+TolA+Trombin+UnaG bandinin 750 baz gifti
seviyesinde olmasidir. Agaroz jel goriintiisii bu beklentiyi dogrular niteliktedir. Cizelge
4-2, SLIC yo6ntemi ile ikili nokta mutasyonlari yapildiktan sonra plazmid saflastirmadan
elde edilen plazmitlerin konsantrasyonlarin1 gostermektedir.

Cizelge 4-2 SLIC yontemi ile Ikili nokta mutasyonlar1 yapildiktan sonra elde edilen plazmitlerin
konsantrasyonlar1

Mutasyon | Konsantrasyon (ng/pL) Mutasyon Konsantrasyon (ng/nL)
T61A_T37A 165 WOF_W103F 140
T61S_T37S 141,4 Y99F_Y134W 142,7
T61V_T37V 160,9 YI99M_Y134M 127
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Sekil 4-16 Koloni PCR iiriinlerinin %1’lik agaroz jelde yiriitildiikten sonra elde edilen jel goriintiisii; 1.
T61A T37A, 2. T61S_T37S, 3. T61V_T37V, 4. YO9F Y134W, 5. YO9M_Y134M, 6. WOF_W103F, 7.
Pozitif Kontrol (Yabanil tip) 8. N57R, 9. N57E, 10. N57D, 11. L41F, 12.F17M, 13.F17Y

4.4. Sekans Analizi

Koloni PCR yapildiktan sonra pozitif oldugu diisiiniilen ve plazmid izolasyonu yapilan
varyantlarin DNA sekansinin dogrulugunun kontrolii amaciyla DNA dizi analizi
yaptirilmigtir.  Elde edilen sekanslama sonuglari, SLIC reaksiyonunun basariyla
yapildigin1 ve tasarlanan 12 varyant UnaG proteinini eksprese etmek i¢in plazmitlerin
dogrulanmasini saglamistir. Dizi analizi sonuglar1 hem niikleotid dizi kromotogrami
olarak “FinchTV Sequence Analayzer” programinda hem de amino asit dizisi olarak
“ExPASy Translate Tool” web uygulamasi ile kontrol edilmis ve tiim mutantlara ait

sonuglar Ek-B’de isaretlenerek sunulmustur.
4.5. Varyant UnaG Proteinlerinin Uretim, Ayirma ve Saflastirma Siirecleri

Varyant UnaG proteinlerinin {iretilmesi igin tiim plazmitlerin ayr1 ayr1 E.coli C41
susuna transformasyonu yapilmistir. Transforme hiicrelerden 6lgek biiyiitme ile protein
iiretimi gerceklestirilmistir. Uretim asamasinda E.coli hiicrelerinin belirlenen yogunluga

ulastiktan sonra indiiklenmesinin ardindan saatte bir alinan Orneklerle {iretimin
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gerceklestigi, alinan Orneklerin elektroforez jeline yiiklenmesiyle gosterilmistir. SDS
PAGE jelinde 27,3 kDa seviyesinde gozlenen bantlarin varligi, varyant UnaG

proteinlerinin tretildigini géstermistir.

Saflagtirma islemlerinin tamami proteinlerin degrede olmasini engellemek amaciyla
+4°C’de yapilmistir. Saflagtirma siireci Ni-NTA agaroz rezin ve TALON Metal Affinity
Resin kullanilarak gergeklestirilmistir. Cizelge 4-3’de proteini daha saf elde etmek
adina kolonun yikanmasinda kullanilan yikama soliisyonlarinin igerikleri verilmistir.
Farkli imidazol konsantrasyonlarina sahip olan bu soliisyonlar tiim saflagtirma siirecleri
boyunca dolapta saklanmistir.

Cizelge 4-3 Varyant UnaG proteinlerine ait saflastirma basamaklarinda kullanilan yikama soliisyonlariin
igerikleri

Ladder (BioRad Presicion Plus Dual Color Protein Ladder)
Yikamal (0 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)

Yikama2 (1 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)

Yikama3 (10 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)

Yikama4 (25 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)

Yikama5 (50 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)

Yikama6 (75 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)
Yikama7 (100 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)
Yikamag (150 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)

Eliisyon (350 mM Imidazol pH:7,5 fosfat tamponu)

4.6. Varyant UnaG Proteinlerinin Karakterizasyon Calismalari

Yabanil tip ve 12 varyant UnaG proteininin iiretim, ayirma ve saflastirma
basamaklarindan sonra elde edilen saf proteinlere karakterizasyon islemleri

uygulanmistir.
4.6.1. Yabaml tip UnaG proteini thrombin enzim kesimi

Kesim ¢aligmalari Merck (Novagen) 69671| Thrombin, Restriction Grade Kiti
kullanilarak {reticinin Onerdigi prosediire gore gerceklestirilmistir. Yapilan kesim
calismalarindan anlasilacagi iizere proteinin katlanmis halinde thrombin enzimi kendi

kesim bolgesine ulasamamakta ve kesimi gergeklestirememektedir (Sekil 4-17). Bu
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durum proteinin kesim Oncesi kaynatilarak lineer hale getirilmesi sonrasi
kesilebilmesiyle gosterilmistir. Yaban tipli UnaG proteini ile gergeklestirilen floresan
calismalari, literatiirde belirtilen yalin UnaG proteininin floresan 6zelliklerinden
herhangi bir sapma gostermemistir. Flizyon protein bilirubin afinitesi acisindan, yalin
UnaG ile son derece benzer sonuglar vermistir. E.coli TolAlll proteininin bilirubine
kars1 bir afinitesi bulunmamaktadir. Bu nedenle proteinin fiizyonundan ayrilmasina

gerek kalmamustir.

-—
-
25 kDa g D G —  ——
20 kDa —>
15 kDa < 15724 Da UnaG
11593 Da TolAlll
10kDa =
1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4-17 Thrombin kesim g¢aligmalar1 1. BioRad Presicion Plus Protein Marker, 2. Kesim 0Oncesi
kaynatilmig 10 pL 0,5 mg/mL UnaG+2 {inite thrombin, 3. Kesim 6ncesi kaynatilmig 10 pL 0,5 mg/mL
UnaG+5 tinite thrombin,4. Kesim 6ncesi kaynatilmis 10 pL 0,5 mg/mL UnaG+10 inite thrombin, 5.
Kesim sonrasi kaynatilmig 10 uL 0,5 mg/mL UnaG+2 iinite thrombin, 6. Kesim sonrasi kaynatilmig10 uL
0,5 mg/mL UnaG+5 iinite thrombin, 7. Kesim sonrast kaynatilmis 10 pL 0,5 mg/mL UnaG+10 inite
thrombin, 8. Kontrol

4.6.2.Elektroforez uygulamalari

Saflastirma siirecinde elde edilen fraksiyonlarin saflik derecelerinin kontrolil i¢in her
birinden 6rnek alinarak hazirlanmis ve %12’lik SDS PAGE jelindeki kuyucuklara
yuklenip yiiriitilmiistiir. Elektroforetik islemler tamamlandiktan sonra jel goriintiileri
Biorad ChemiDoc™ MP goériintiileme cihazinda goriintiilenmis ve kaydedilmistir (Ek-

C).

Tim Varyant Proteinler

E.coli C41 susunda ekspres edilen tiim UnaG varyantlari igerisinde safsizlik i¢erenler 8-
10 kDa MWCO degerine sahip diyaliz membram ile diyaliz edilerek imidazolden
arindirilmis ve ikinci asama olarak tekrar saflastirilmistir. ikinci asama saflastirma

calismalarinda 6xHisTag i¢in Ni-NTA’ya gore daha yiiksek spesifitede afinite gosteren
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TALON kolan kullanilmis ve karakterizasyon calismalarinda Sekil 4-18’de goriilen

numuneler kullanilmistir.

Sekil 4-18 Analizlerde kullanilan proteinlerin SDS PAGE jel goriintiisii 1. Ladder, 2. N57D, 3. N57E, 4.
N57R, 5. F17M, 6. F17Y, 7. L41F, 8. Y99F _Y134W, 9. Y99M_Y134M, 10. T61A T37A, 11.

T61S_T37S, 12. T61V_T37V, 13. WOF_W103F
4.6.3. Western Blot ile protein analizi
Western blot yontemiyle UnaG ve varyantlarinin kalitatif analizi gergeklestirilmistir.

Anti HisTag ile gergeklestirilen Western blotlama isleminde 6xHisTag’a sahip

rekombinant UnaG varyantlarinin varligi gosterilmistir.

—-—
—
——
—
—
37kDa — -
25K0a — W - - —-— B A0
20kDa — -
15kDa —
1

Sekil 4-19 Western Blot oncesi SDS PAGE 1. BioRad Presicion Plus Protein Marker, 2. Yabanil Tip
UnaG, 3. F17M, 4. F17Y, 5. N57E, 6. N57R, 7. N57D, 8. L41F, 9. Y99F _Y134W, 10. YO9M_Y134M
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Sekil 4-20 Western Blot dncesi SDS PAGE 1. BioRad Presicion Plus Protein Marker, 2. Yabanil Tip
UnaG, 3. T61S_T37S, 4. T61V_T37V, 5. T61A_T37A, 6. WIF_W103F

Sekil 4-19 & 4-20 Western Blotta kullanilan %12’lik SDS PAGE jelleri birbirinin
paraleli olup selilloz membrana proteinlerin gegip gecmedigini mukayese etmek igin

yapilmuistir.

Sekil 4-21 Western Blot 1. BioRad Presicion Plus Protein Marker, 2. Yabanil Tip UnaG, 3. F17M, 4.
F17Y, 5. N57E, 6. N57R, 7. N57D, 8. L41F, 9. Y99F _Y134W, 10. Y99M_Y134M

Sekil 4-22 Western Blot 1. BioRad Presicion Plus Protein Marker, 2. Yabanil Tip UnaG, 3. T61S_T37S,
4.T61V_T37V, 5. T61A_T37A, 6. WOF_W103F
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Sekil 4-21 & 4-22 proteinlere Western Blot yontemi uygulandiktan sonra alinan seliiloz

membran jel goriintiisti olup hedef proteinlerimizin varligini géstermistir.

Sekil 4-23 Western Blot sonrast SDS PAGE 1. BioRad Presicion Plus Protein Marker, 2. Yabanil Tip
UnaG, 3. F17M, 4. F17Y, 5. N57E, 6. N57R, 7. N57D, 8. L41F, 9. Y99F Y 134W, 10. Y99M_Y134M

Sekil 4-24 Western Blot 6ncesi SDS PAGE 1. BioRad Presicion Plus Protein Marker, 2. Yabanil Tip
UnaG, 3. T61S_T37S, 4. T61V_T37V, 5. T61A T37A, 6. WOF_W103F

Sekil 4-23 & 4-24 SDS PAGE jeline Western Blot yontemi uygulandiktan sonra alinan

goriintiileme sonucudur.
4.6.4.CD spektroskopisi

CD son yillarda ¢ozelti igerisinde proteinlerin yapilarinin analiz edilmesinde kullanilan
hizli ve kolay uygulanabilir bir metot olarak arastirmacilarin siklikla bagvurdugu analiz
yontemlerinden birisidir. Spektropolarimetre cihazinda bir sinyal alabilmek igin
molekiil igerisinde en azindan bir tane kiral merkezin bulunmasi gereklidir. Bu da
karbon atomunun farkli 4 grupla bag yapmasi, proteinlerin 3 boyutlu

konformasyonlarini stabilize eden disiilfit ¢apraz baglarin varligi, molekiiliin kiral
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merkeze sahip baska bir molekiille kovalent olarak bag yapmasi veya asimetrik ¢evresel
sartlara sahip olmasi durumunda gergeklesebilir (Kelly ve ark., 2005). Proteinlerde
genellikle peptid baglar1 CD sinyalini olusturan kromofor olarak kullanilirlar. Sonug
itibariyle bir protein molekiilinden alinan CD sinyalleri onun ¢evresel sartlar1 veya
baglandig1 liganda bagli olarak degisir. Aslinda CD sinyalinde meydana gelen degisim
protein ligand etkilesiminin bir belirteci olarak goriilmektedir. EK-D’de goriilecegi
lizere tim mutantlarda ApoUnaG, UC-BR ile etkileserek HoloUnaG’in meydana
gelmesine yol agmis ve bunun bir sonucu olarak proteinin 3 boyutlu yapisinda bir
degisimin meydana gelmesine sebep olmustur. Far UV CD 6l¢iimiinde meydana gelen
bu kayma TolAlll-UnaG proteini ile UC-BR’nin bagladigina isaret etmektedir. Far UV
CD sinyalinden anlasilacagi iizere E.coli’de TolAIll ile birlikte fiizyon olarak iiretilerek
saflastirilan protein varyantlarinin tamami 3 boyutlu konformasyonunu kazanmistir. CD
sinyali proteinde baskin olan sekonder yapinin antiparallel B-sheet olduguna isaret

etmektedir.

Proteinlerin UV-CD spektrumlar1 polipeptit zincirinin ikincil yapisi hakkinda bilgi
saglar. Yabanil tip ve mutant UnaG proteinleri i¢in ve ayrica UC-BR varliginda, ikincil
yapilarmi kazandiklari1 sdylenebilir. T61V_T37V, WI9F_W103F, Y99M_Y134M ve
L41F'nin CD spektrumlarina bakildiginda, 215-220nm'deki negatif tepe ve 208nm'deki
negatif tepe, proteinin ikincil yapi igerigindeki a-sarmal oraninin artmaya bagladigina
isaret etmektedir. Fenilalanin igindeki fenil halkasinin n-n etkilesimlerini arttirdigi ve
bdylece proteinin sekonder yapisindaki a-sarmal oranina katkida bulundu
distintilmistiir. Yabanil tip ve diger tim mutant UnaG proteinlerinde 215-220 nm'de
zayif fakat genis negatif absorpsiyon piklerine sahip olmasiyla n-m * geg¢isinin oldugu
goriilmistiir. Bu dalga boyu araligindaki karakteristik gecis, f-sheet oraninin proteinin

ikincil yap1 igeriginde yiliksek oldugunu gostermektedir.

4.6.5. Termal acilma sicakhklar:

Proteinlerin stabilitesi ile sekonder yapi ylizdesi arasinda dolayli bir iliski vardir.
Proteinlerin tiim katlanmas1 ve stabilitesi, bulundugu sicakliga, tamponuna, elektrik
yiikiine, pH ve ikincil yapiya baglidir. Mutasyonlar sonucunda n — ©t etkilesimlerinde,
hidrojen baglarinda ve diger molekiiler etkilesimlerde artmalar veya azalmalar proteinin

ikincil yapilarinda degisikliklerin oldugunu gostermektedir.
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Far UV CD spektrumu sonuglarina gore sekonder yapilarini kazanmis olduklari goriilen
UnaG varyantlar1 i¢in yine Jasco 810 spectropolarimeter cihazi kullanilarak termal
acilma (thermal unfolding) sicakliklar1 belirlenmistir (Cizelge 4-4). Normalize edilerek
sunulan termal a¢ilma sonuclar1 katlanmis fraksiyon miktarindaki sicaklik artigina bagl
azalma cinsinden Ek-E’de sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore tiim varyantlarin
yabanil tip UnaG ile (ApoUnaG i¢in 63°C; HoloUnaG i¢in 65°C) benzer termal agilma
sicakligina sahip oldugu belirlenmistir. Mutantlardan Y99F _Y134W; Y99M_Y134M;
T61A T37A; NS7E i¢in Apo ve HoloUnaG versiyonlar1 arasinda herhangi bir termal
acilma sicaklik farki gézlenmemistir. Tiim mutantlar ve yabanil tip dikkate alindiginda
T61S _T37S ve F17M varyantinda Apo ve HoloUnaG arasindaki termal ac¢ilma sicaklik
farki en yiiksek seviyeye ulagmistir ¢+ 8°C). UC-BR ile baglandiginda termal agilma
sicaklig1 azalan tek varyant L41F olmustur. Bu verilerden T61S_T37S varyantinin holo

versiyonunun en stabil varyant oldugu gorilmiistiir.

Cizelge 4-4 Yabanil tip ve varyant UnaG Apo/Holo proteinlerine ait termal agilma sicakliklari

Protein Varyanti ApoUnaG (UC-BR’siz) HoloUnaG (UC-BR’li)

Yabanil Tip 63°C 65°C

WOF_W103F 61°C 63°C
T61V_T37V 59°C 61°C
T61S_T37S 60°C 68°C *
N57R 58°C 60°C
N57D 59°C 65°C
L41F 60°C 59°C
F17M 50°C 58°C *
F17Y 60°C 65°C

Far UV CD spektrumlarimin sonuglarina gore, ikincil yapilarini kazandiklar1 goriinen
UnaG varyantlari igin sicaklik artisina baglh katlanmis fraksiyon miktarinda bir azalma

belirlenmistir. Sicakliga kars1 ¢izilen yabanil tip ve mutant UnaG proteinlerinin termal

75



denatiirasyon egrilerine bakildiginda, 20°C'de elde edilen maksimum Far UV CD
sinyali, proteinin tamamen katlanmis durumunu gosterirken, erime sicakligi (Tm),
proteinin %50'sinin agildig1 orta nokta gegisine esdeger olarak alinir. Yabanil tip ve tim

varyant Apo/HoloUnaG proteinlerine ait termal agilma grafikleri Sekil 4-25 & 4-26’da

sunulmustur.
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Sekil 4-25 Yabanil tip ve tiim varyant ApoUnaG proteinlerine ait termal agilma grafigi
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Sekil 4-26 Yabanil tip ve tiim varyant HoloUnaG proteinlerine ait termal agilma grafigi

76



4.6.6.Floresans spektroskopisi

Floresan calismalart kapsaminda ilk olarak her bir varyanta ve yabanil tipe ait
eksitasyon ve emisyon noktalar1 belirlenmistir. Elde edilen uyarim ve 1sima verilerine
gore yabanil tip HoloUnaG 498 nm’de en yiiksek uyarilma pikini gosterirken; 1s1ma
pikini yaklasik 528 nm’de vermistir. Elde edilen bu veri literatiirde bildirilen sonuglarla
bire bir Ortlisme gostermistir. Bu manada TolAIll proteinin herhangi bir floresan
kaymasina neden olmadigi belirlenmistir. Diger tiim elde edilen varyantlara ait uyarilma
ve 1stma noktalar1 Cizelge 4-5’te, grafikleri Ek-F’de verilmistir. Gergeklestirilen
floresans spektroskopisi ¢aligmalarina gore uyarilma ve 1s1ma noktalarr agisindan tim

mutantlar yabanil tip ile benzer noktalarda pik vermistir.

Cizelge 4-5 Varyant HoloUnaG proteinlerine ait uyarilma ve 1s1ma noktalari

Protein Varyanti Uyarilma (£ex) Istma (Kem)
Yabanil Tip 498 nm 528 nm
Y99F Y134W 495 nm 528 nm
Y99M _Y134M 495 nm 532 nm
WIF_W103F 498 nm 527 nm
T61V_T37V 490 nm 525 nm
T61S T37S 498 nm 531 nm
T61A T37A 490 nm 532 nm
N57R 496 nm 530 nm
NS7E 495 nm 530 nm
N57D 498 nm 530 nm
L41F 498 nm 527 nm
F17/M 498 nm 525 nm
F17Y 504 nm 537 nm

Aromatik halkalarin floresan yogunlugu iizerinde bir etkisi oldugu bilinmektedir.
Bilirubin baglanma bolgesindeki aromatik kalintilarin 15181 absorbe etmek ve =
elektronlar yoluyla polar temas saglamak i¢in modifiye edilebilecegi diisiiniilmiistiir.
Aromatik halkalar uygun bir ag1 ve mesafede oldugunda, aralarinda sertlige katkida
bulunan m — =m baglari olusur. Floresan yogunlugu genellikle kromofor yapisinin

kararliligr ile iliskilidir.
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4.6.7. Varyantlarin bilirubin ile ayrisma sabitlerinin belirlenmesi

K¢ degerinin biiyiikligii veya kiigiikligii ile ligandin baglandigi molekiile ilgisi ters
orantilidir. Kiigiik Kg degeri ligandin baglandigi molekiile ilgisinin fazla oldugunu

gosterir.

Literatiirdeki verilere ve yapilan analiz sonucunda elde edilen sonuglara gore yabanil
tipli TolAlll-UnaG proteininin yaklasik 100 nM civarinda bir Kg degerine sahip oldugu
goriilmektedir. Yabanil tip ve gelistirilen varyantlar arasinda L41F mutantit UC-BR’ye
kars1 yaklasik 700 kat daha kiigiik bir K4 (0,14nm) degerine sahip olmasi nedeniyle ¢ok
daha yiiksek bir afiniteye sahiptir ve bu ylizden ¢ok daha hassas oOlgiimlerde
kullanilabilecegi ~ Ongoriilmektedir. ~ Gelistirilen ~ varyantlar  igerisinde  sadece
Y99F _Y134W mutasyonuna sahip UnaG versiyonunda Kg degeri yabanil tipe gore
yiikselis gosterirken, digerleri olduk¢a diisiik Kg degerlerine sahip oldugu

goriilmektedir. Elde edilen varyantlara ait ayrisma sabiti egrileri Ek-G’de, verilmistir

Cizelge 4-6 UnaG proteinlerine ait UC-BR igin Kq degerleri

Protein Varyanti Kd (nM UC-BR)
Yabanil Tip 103,51 £17,56
Y99F_Y134W 236,52 + 34,15
Y99M_Y134M 19,92 +2,73
WOIF_W103F 10,43 + 1,89
T61V_T37V 23,04 +£4,72
T61S_T37S 68,3 +17,43
T61A_T37A 27,08 + 6,29
N57R 11,10+1,3
N57E 13,00 + 1,72
N57D 2,79+0,2
L41F 0,14 £0,017
F17M 8,66 +2,17
F17Y 6,45+0,5
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4.6.8.Sicakliga bagh floresan siddeti

Gergek zamanli PCR’da yapilan analizde, tim varyant UnaG proteinlerinin 35-40°C
araliginda floresan siddetinin diismeye basladigini ancak yabanil tipin varyantlarin
aksine yaklasik 45°C’ye kadar floresan siddetinin arttigi, sonrasinda hizli bir sekilde
distigii goriilmiistiir. Y9O9M_ Y 134M varyantinin floresan siddetinin diger varyantlara
gore daha diisiik bir sicaklik olan 50°C’de sifirlanmasiyla en diisiik florofor bolge
kararliligina sahip oldugu soOylenebilir. Bunun yanit swra WO9F WI03F ve
Y99M Y 134W varyantlarinin 65°C’ye kadar diisiikte olsa floresan siddetine sahip
olmalar1 florofor bdlgelerinin diger varyantlara gore daha dayanikli oldugunu
gostermektedir. T61S T37S varyantinin ise 68°C’ye kadar floresan 6zellik gostermesi,
en stabil varyant oldugunu gostermekte ve bu veri termal acilma sicakliklarindan elde
edilen verilerle ortiismektedir. Sekil 4-27, tiim varyantlara ait sicakliga baglh floresan

siddetinin degisimini gostermektedir.
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Sekil 4-27 Sicakliga bagli floresan yogunlugunda gozlenen degisimler; A. Polar amino asit gruplarinin
bilirubin baglanma bdlgesine ilavesini i¢ceren mutasyonlar, B. Bilirubin baglanma bdlgesindeki aromatik
rezidiilerin degistirilmesini igeren mutasyonlar, C. Floresan ligandin g¢evresinin degistirilmesini i¢eren
mutasyonlar
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5. TARTISMA VE SONUC

2013 yilinda Kumagai ve ark., tarafindan kesfedilerek kristal yapisi agiga ¢ikarilan
UnaG proteinine ait farkli varyantlar, protein miihendisligi teknikleriyle {iretilerek
saflagtirnlmistir. Kumagai ve ark., (2013) gerceklestirdikleri ¢alismada UnaG proteininin
Un-konjuge bilirubine spesifik olarak baglandigini ve bu sayede HoloUnaG’a
dontiserek 151k spektrumunun yesil bolgesinde floresan 1isima yaptigini belirlemislerdir.
Bu caligmadan hareketle gelistirilen tez kapsaminda Un-konjuge bilirubine kars1 UnaG
proteininin algilayici olarak kullanilabilecegi bir bilirubin biyosensoriiniin gelistirilmesi
icin UnaG proteininin farkli varyantlarinin elde edilmesi ve bu varyantlarin biyofiziksel

karakterizasyonlarinin yapilmasi bu tezin temel amacini olusturmaktadir.

UnaG proteininin yiliksek yapili bir organizma kaynakli olmas1 nedeniyle prokaryotik
iiretim sisteminde inkliizyon cisimcigi olusturma ve toksisite gosterme ihtimaline karsi
UnaG proteininin ve varyantlarinin ekspresyonu c¢alismalariin E.coli pTolT ekspresyon

sisteminde TolAlII proteini ile birlikte flizyon olarak yapilmasi tercih edilmistir.

Yabanil tip tiretim ve optimizasyon islemleri basariyla gergeklestirilmistir. E.coli C41
susu oOzellikle yavas gelismesi ve heterolog protein ekspresyonunu yavas yapmasi
nedeniyle yiiksek yapili canlilara ait proteinlerin ve de Ozellikle toksik proteinlerin
tiretilmesinde siklikla kullanilan bir E.coli ¢esididir. Bu nedenlerden dolay1 ve Sekil 4-
2’de goriilen SDS goriintiisiindeki protein bantlarina gére konakg1 hiicre olarak E.coli
C41 susu yabanil tip UnaG proteinini daha iyi eksprese ettigi i¢in secilmistir. SDS
PAGE jelinde 27,3 kDa seviyesinde gdozlenen bantlarin yabanil tip UnaG proteinine ait
oldugu gosterilmistir (Sekil 4-3). Ayirma siireglerinde pargalama yontemi olarak
enzimatik ve mekanik yontemler kullanilmis ve ardindan ultrasantrifiij ile hiicre
kalintilar1 ¢oktiiriilmek suretiyle hedef proteinin siipernatantta kalmasi saglanmistir.
Saflastirma yontemi olarak 6xHis-Tag afinite kuyrugu kullanilarak afinite
kromotografisi yontemi kullanilmis olup Ni-NTA agaroz rezin ve/veya TALON rezin
ile hazirlanan kolonlara siipernatant aktarilmistir. Kromotografi sonucu elde edilen
fraksiyonlardan almman ornekler SDS PAGE yontemiyle analize tabi tutulmus ve
proteinin saf bir sekilde elde edildigi gosterilmistir. Ayrica iiretilen yabanil tip UnaG

proteini ig¢in floresans spektroskopisi, CD spektroskopisi, sicakliga bagli floresan
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degisim analizi, Western Blotlama ve termal agilma sicakliklarinin belirlenmesi gibi

karakterizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Son yillarda nokta mutasyonlar i¢in farkli yontemler bulunmustur. Bu tez kapsaminda
uygulamasi kolay, hizli ve basar1 yiizdesi yiiksek olmasi nedeniyle SLIC yontemi
kullanilmistir. Bu yontemle bilirubin baglanma bolgesini direkt ve/veya indirekt
etkileyecek sekilde UnaG proteininin amino asit sekansinda hem tek noktada mutasyon
iceren hem de iki farkli noktada mutasyon igeren olmak iizere toplamda 12 farklh
mutasyon yapilarak, tiim genetik manipiilasyonlarin dogrulugu DNA sekans analizi ile
belirlenmistir. Mutasyon noktalart polar amino asit gruplarinin bilirubin baglanma
bolgesine ilavesini igeren mutasyonlar (N57D, N57E, N57R), bilirubin baglanma
bolgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesini igeren mutasyonlar (F17M, F17Y,
L41F, Y99F Y134W, Y99M_Y134M, WIF_W103F) ve floresan ligandin ¢evresinin
degistirilmesini igeren mutasyonlar (T61A_T37A, T61S_T37S, T61V_T37V) olarak ii¢
ayr1 grupta gerceklestirilmistir.

Kumagai ve ark., (2013), asparajin (N57)’deki glutamik asit ve alanin mutasyonlarinin
bilirubin baglanmasi i¢in 6nemli oldugunu ve ayrica serinin (S80) bilirubin baglanma
bolgesinde bulundugunu bildirmistir. UnaG'in olas1 konfigiirasyonuna gore, N57 ve
S80'nin bulundugu nokta dongii bolgesidir. Amino asit dizisinin dikkatli analizi ile, bu
dongiilerin, pozitif ve negatif ylikli kalintilar arasinda olusan elektrostatik kopriiler
sonucunda olustugu bulunmustur. Asparajin peptid bagindan dolay1 zayif hidrojen bagi
yapar. Asparajinde ki elektron verici gruplar, elektronlarini kendi iginde rezonans
yaptirir. Glutamik asit, aspartik asit ve arjinin bilirubin ile giiclii hidrojen baglart ve
elektrostatik etkilesim yapabilir. Bu noktada yapilan mutasyonlar sonucu ¢ok daha
kuvvetli hidrojen bagi yapabilen gruplar eklenmis ve molekiiller arasi etkilesim hidrojen
bag1 tizerinden arttirilmigtir. Daha zayif hidrojen bagi yapma kabiliyetine sahip
asparajin ile daha kuvvetli bir hidrojen bag1 yapabilen molekiiler aras1 etkilesimi artiran
glutamik asit, aspartik asit ve arjinin yer degistirilmistir. Bir amino asit degisimiyle bu
giiclii hidrojen baglar1 olusturulmus ve boylece Kq degerleri hesaplanarak afinitenin

arttig1 gosterilmistir.

Fenilalanin, fenil halkasi tizerindeki m baglari nedeniyle 16sinden daha az polardir. Fenil

halkas1 n-n etkilesimlerine katkida bulundugu i¢in alfa sarmali oran1 artar. Losin (L41)
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bilirubin baglanma boélgesinde olmamasma ragmen, UnaG proteininde florofor
bolgesinin olusumunda etkilidir. Bu noktada aromatikligin etkisi L41F mutasyonu ile

arastirilmistir ve ayrisma sabiti hesaplanmaistir.

Fenilalanindeki fenil halkasi gii¢lii m-n etkilesimleri yapabilir. Buna karsin metiyoninde
giiclii hidrojen baglar1 yapabilen kiikiirt ve tirozinde bir hidroksil grubu vardir. F17M
mutasyonuyla fenilalanin metiyonin ile yer degistirilmistir. Kiikiirt, fenil halkasina gore
polariteyi arttirir ve hidrojen bagina olumlu yonde katkida bulunur. Ayrica daha biiyiik
bir molekiil olan fenil alanin yerine metiyonin eklenmesiyle sterik engel azaltilmistir.
Dolayisiyla hem sterik etkinin ortadan kalkmasi hem de polar hidrojen bag1 yapabilecek
bir grubun eklenmesiyle afinite arttirilmistir. Aromatik halka hidrojen baglar
olusturmadigindan, bilirubin ve fenilalaninin benzen halkasindaki aromatik piron
halkalar1 birbirine yaklasarak m — m baglar1 kurmak isteyecektir. Ama sterik engelden
dolay1 bu etkilesim ¢ok etkili degildir. Fenil alanin yerine metiyonin getirilmesiyle,
kiiklirt sayesinde daha etkili hidrojen baglart Kg sabitini distrmiistir. F17Y
mutasyonuyla eklenen hidroksil grubu ile polarite artirilmis olup, tirozindeki hidroksil
grubu hidrojen baglarina katkida bulunmustur. Bu sayede hem F17Y hem de F17M

mutasyonu ile bilirubin afinitesinin arttig1 goriilmustiir.

Polaritenin ve emilimin, emisyon iizerinde bir etkisi olup olmadigint gérmek igin tirozin
amino asitleri iizerinde mutasyonlar yapilmistir. Y134 bilirubin baglanma
bolgesindeyken, Y99'daki mutasyon emisyon iizerinde dolayli bir etkiye sahip
olabilecek yan zincirleri degistirmek igin yapilmistir. Tirozin amino asitleri ile
fenilalanin ve triptofan mutasyonlari (Y99F Y134W) sonucu bir hidroksil grubunun
cikarilmasiyla hidrojen bagi yapacak grup uzaklastirilmistir. Bdylece bilirubinin
baglanmasini etkileyecek sadece aromatik benzen halkast kalmis ve aralarindaki zayif
n-n etkilesiminden dolay1 afinitenin daha da diistiigii gézlemlenmistir. Ayrica Y134W
mutasyonu ile daha bilylik bir amino asit olan triptofanin eklenmesiyle sterik engel
artmis ve n-n etkilesimi olusmasi engellenmistir. Tirozin amino asitleri ile metiyonin
amino asitlerinin yer degistirildigi mutasyonlarda ise polarite arttirillmistir. Daha kiigiik
bir protein olan metiyoninin eklenmesiyle sterik engeller azaltilmis ve kiikiirtlii
gruplarla hidrojen baglarina katkida bulunulmustur. Boylece Y99M Y134M

mutasyonunda afinite artarken, Y99F Y134W mutasyonunda n - = Dbaglarn
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kurulamadigi ve sterik engel olustugu icin UnaG'in UC-BR yakinlig1 azaldi ve ayrigsma

sabitinin de arttig1 goriilmiistiir.

Triptofanin emisyonu indirekt olarak etkileme ihtimali bulunan fenilalanin ile yer
degistirilmesini iceren mutasyonlar (W9F_W103F) gerceklestirilmistir. Biiyliik miktarda
absorblama yapan ve floresan olan triptofan yerine daha kiigiik ve daha az aromatik
halka iceren fenilalaninin eklenmesiyle polarite azaltilmistir. Sterik engelin

azaltilmasiyla UnaG’1n baglanma afinitesinin arttig1 gézlemlenmistir.

Polaritenin etkisini gdrebilmek icin, bilirubin baglanma noktalarindan biri olan T61
doniim bolgesinde ve bu bolgenin tam karsisinda yer alan T37 doniim bolgesinde daha
az polar amino asitler olan alanin ve valinle yapilan mutasyonlar ve daha polar olan
serinle yapilan mutasyon sonucu yabanil tiple karsilastirildiginda afinitenin arttigi
goriilmiistiir. Ancak bu artis alanin ve valinde bes kat iken serinde iki kat kadar
olmustur. Afinitedeki bu degisim elbette sadece daha az/cok polar bir amino asit
degisimiyle degil aym1 zamanda eklenen aminoasitlerin molekiiler olarak

biiyiikliikleriyle de iligkilidir.

Elde edilen varyantlarin iiretim, ayirma ve saflastirma iglemleri yabanil tiple optimize
edilen yonteme gore gerceklestirilmistir. Tek asamada saf olarak elde edilemeyen
varyantlar, diyaliz yontemiyle imidazolden arindirilip, saflastirma islemi ikinci kez
tekrarlanmistir. Bu asamada bazi numuneler i¢in daha yiliksek His afinite 6zelligine
sahip TALON rezin kullanilmis ve karakterizasyon calismalari i¢in tiim varyantlar saf
bir sekilde elde edilebilmistir. Saflastirilan proteinlerde bulunan 6xHis-Tag’a kars1 anti
body kullanilarak Semi-Dry Western Blotlama ile ilgili proteinler gosterilmistir. Ayrica
tiretilen varyant UnaG proteinleri i¢in SDS PAGE ile saflik derecesi analizi yapildiktan
sonra floresans spektroskopisi, CD spektroskopisi, sicakliga bagli floresan degisim
analizi, Western Blotlama ve termal acgilma sicakliklarinin belirlenmesi gibi

karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir.

Yabanil tip ve varyant UnaG proteinlerinin sekonder yapilarmi kazanip
kazanamadiklarmin belirlenmesi amaciyla Far UV CD Spektroskopisi c¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Alian sonuglara gore hem yabanil tip i¢in hem de tiim mutantlar
icin sekonder yapiya ait veriler yaklasik 200 nm’ye kadar alinmistir. CD spektroskopisi

sonuglara gore tiim proteinlerde baskin sekonder yapinin anti paralel f-sheet oldugu
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anlasilmistir. Ozellikle N57R mutantinda UC-BR ile baglanma sonucunda protein
sekonder yapisinda bulunan a-heliks kuyruk kisminda hafif bir uzamaya isaret eden veri

degisimi gézlenmistir.

Yine CD spektropolarimetresi kullanilarak yabanil tip ve varyantlar i¢in termal agilma
calismasi yapilmistir. Gelistirilen mutantlarin Apo halleri yaklasik benzer termal agilma
sicakliklarma sahipken, Holo formlar1 arasinda en yiiksek termal agilma sicakligina
sahip olan T61S T37S varyantidir (ApoUnaG T61S T37S 60°C, HoloUnaG
T61S_T37S 68°C) Yabanil tipli TolAlll-UnaG flizyonunun Apo ve Holo formlarinin
acilma sicakliklari ise sirastyla 63°C ve 65°C olmustur. Gelistirilen mutantlardan en
diisiik bozulma sicakligina ise F17M mutanti sahip olmustur (ApoUnaGF17M 50°C,
HoloUnaGF17M 58°C).

Gelistirilen varyantlarin 7 tanesinde ve yabanil tipli UnaG proteininde Apo ve
HoloUnaG versiyonlar1 arasinda UC-BR ile birlestiginde termal agilma sicakligi
acisindan bir artis meydana gelmistir. Diger mutantlarda ise bu parametre ag¢sindan bir
degisiklik meydana gelmemistir. Sadece L41F varyantinda HoloUnaG, ApoUnaG’a
gore 1°C daha diistik termal agilma sicakligina sahip olmustur (59°C / 60°C). Bunun da
nedeni L41F varyantinin [-tabaka ile a-heliks’in birlestigi noktada olmasidir.
Fenilalanin gibi biiyilkk molekiiler yapiya sahip aminoasitler a-heliks yapiy1
bozmaktadir. Bu noktaya eklenen fenilalanin o-heliks yapiyr bozarak stabiliteyi

distirmustiir.

Floresans spektroskopisi galigmalariyla tiim UnaG proteinlerine ait uyarilma ve floresan
1stma noktalart belirlenmis ve yabanil tip TolAlll-UnaG fiizyonuna ait verilerin
Kumagai ve ark., (2013) tarafindan yalin UnaG ile gergeklestirilen ¢alisma ile uyumlu
oldugu gozlenmistir (Kex: 498 nm, £em: 528 nm). Gelistirilen mutantlar arasinda yabanil
tipten en fazla sapma gosteren varyant F17Y (Kex: 504 nm, Kem: 537 nm) olarak
bulunmustur. Ayrica yapilan ¢alismada ayni1 konsantrasyonlarda kullanilan proteinlerin
floresan siddetlerinde distlisler goriilmiistiir. Ay sartlar altinda ve floresan
spektroskopisinde ayni parametreleri kullanarak alinan dl¢iimlerde en diisiik floresan

siddete sahip varyantin L41F oldugu belirlenmistir.

Elde edilen uyarilma ve 1s1ma parametreleri kullanilarak UC-BR ile tiim varyantlar ve

yabanil tipli UnaG titre edilmis ve UC-BR’ye karsi lineer doygunluk egrileri
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cikartlmistir. UC-BR’ye karsi daha yiiksek afinite gosteren ve bununla birlikte
olgiilebilir seviyede bir floresan 1sima yapabilen mutantlarin elde edildigi gézlenmistir.
Ozellikle L41F mutant1 yabamil tipe gore en diisiik Kq ile, afinitesi en yiiksek mutant
olmustur. Bunun yaninda Holo L41F varyantimin florometrik 6zellikleri 6lgtilebilir

aralikta bir floresan 1sima gostermistir.

Sonug itibariyle gergeklestirilen bu tez kapsaminda UnaG proteini E.coli prokaryotik
ekspresyon sisteminde rekombinant olarak TolAlll ile birlikte fiizyon olarak tiretilerek
saflastirilmis ve 12 farkli mutanti gelistirilerek yabanil tipe oranla (Y99F Y134W
hari¢) tamaminda UC-BR’ye karsi daha yiiksek afinite ve Olgiilebilir aralikta floresan
istmanin  oldugu belirlenmis ve tiim proteinlerin biyofiziksel karakterizasyonlar
yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen mutantlardan T61S_T37S, termal
stabilitesinin en yiiksek olmasi, Olgiilebilir seviyede bir floresan igima vermesi ve
afinitesinin yabanil tipten daha iyi olmasi nedeniyle muhtemel bir UC-BR biyosensorii

gelistirilmesi i¢in aday varyant olarak seg¢ilmistir.
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EKLER

5.1. EK-A: Mutasyonlarin kimyasal yapi degisimi

0 0
NS7E —> HOWOH
NH,
O
o
O o
OH N57D —> OH
OH NH,
NH, NH,
NH 0
NH,
O
Q FI7M —> HSC/SNLOH
NH,
OH
NH,
F17Y —> oH
@)
o
OH L41F —> OH
NH
NH»

Ek-A 1. Tek nokta amino asit mutasyonlarinda kimyasal yap1 degisimi
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CH; O
—_— OH
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Ek-A 2. iki nokta amino asit mutasyonlarinda kimyasal yap1 degisimi
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5.2. EK-B: Sekans Analizi Kromotogramlari

N57D
s
Sreessy Translate PIREE oL S

N57D |

Lasad

Translate Tool - Results of translation
Open reading frames are highlighted in f8fll Please select one of the following frag

§3 Frame 1
FXLLXEGDIPCITITITRI\T

- In the next page, you will be able to select your initiator and retrieve your amino acid sequence

Stop N W H P MEVIGYWISNEKVATEHEVRL
StopKL SEP QRN Stop A MEVGMEtER
7 StopSSNStopGRSSTNFLLlEEKAStopNLSStopTWWERSWCTYKSG1ARRRR

GGRRNEVPDERVRNFEDPAANKARKEAELAAATAEQStopLAStopPLGASKRVLRGF
RXEQDW

“stooo swnszpR '
MetSERiStop R TVNWS Stop HLRWETSWLC A
LLKGGTISGYPQDGCGXHDRVVXSG

53 Frame 2
XVYFXKEIYHASPSPSLEQQWRPRGRYQStop LCRAD StopICYRK StopVL StopRIVLCRANLYAAHKTGTRWYVTGYQT StopRWRSRTL
SGCVGSSStopTCEDPETTKESMS I StopSVAKRAIGLQTGWGISGSARIHGREICWHLEDRRQP StopFW Stop|PESYRSPKGIKRWWGC
HOADIVHLPEGRRQNDS RGWTSYVPStopHSSKVQIRGGVRRISF Stop SKKRRKICRELGGREAGVRTKVGRQGDDVCPRDKGR
Stop TGROTYDGRRRG QUL PEGD G MEERNEMEENM Stop G| LKIRLLTKPERKLSWLLPPLSNNStopHNPLGPLNGS Stop GVF CStopKEE L
YPDIHRTGVVX op XXVAPSXEXSRT

53 Frame 3
XF TL X R

ia Y k Me(‘/LKI"l\IVVI‘\II\L”wIHH\wEYLI«/\Ih/\l’KLLwL‘(»«)L'/\Ill‘ILV[H(H\LIhU‘
MetTV| IEDG 'PTFLDTQVKFKLGEEF l H PSDRRKGVKSVVNLVGEKLVYVOKWDGKETTYVREIKDGKLVVTLTMetGDVVAVRSY
THYNE o0 JF Stop Stop TREF F StopRS G C StopQSPKGS StopVGCCHR StopAI TSI TPWGLStopTGLEGFFAERRNYIRISTGRY WXP Stop
SRSXXWIIVXXRAGL

Ek-B 1. N57D mutasyonuna ait EXPASy Translate Tool sonucu

!—EI-I-EI-I-I-[—IIHH L -I-l- - -I-I-HH LR LR

TTCAAAAACGCGCCATTGGACTTCAAACCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGGTCGAGAAATTTGTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAGCCA

I-l—l-I-l-l-I-HHlI-I-I-I-I-I-I-I-I- H

TAATTTTGGTGAATAC GCT

114 !(I;gl M B -I-I-I-I-I-I- -I-I- HAH

AGCCCCAAAGGAATTAAGCGATGGTGGGGATGCCACGACGCCGACATTGTACA AGGACGGAGACAAAATG

AR -IHHHHHHHI-HI»I-I-I-I-I-l-l-I-I-IHHH—I-I-I-I-I»I-I—HI I lI-I-I-I-I-H-I-I-I-I-I»I-I-I-I» HLH L

ACAGTGAAAATAPAGGBATGGARCTCCTACGTTCCTTGACACTCAAGTAAAGTTCAAATTAGGGGAGGAGTTCGACGAAT CTGATCGAAGAAAAGGCGTAAAAT

N57D

I-I-I-I»I-I- TN = AFTTPTTTTT T TTVTTTTITIY -I- -I-il HI-I-I-I-I-I-!-!-I imlllu ----- HHHHH

cT GAACTTGGTGGGAGAGAAGCTGGTGTACGTACAAAAGTGGGACGGCAAGGAG GAGAGATAAAGGACGGTAAACTGGTCGTGACACTTAC

| L

HHH-IH-IHH-lli‘ﬂjﬁﬂmlHll|-I-lI-HlI-lH;g—ll—I-I-I-I-I-I-I-|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-l-l-l;ﬂ-l-l-l-|—|-|ll-lH-lHHIHlIHHlI-I-I-I-I-l-l-l-l-lvl-l-

Ek-B 2. N57D mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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N57E

53 Frame 1

i,

' | NS7E |

faaed

Home | Contact

T 1a

Translate Tool - Results of translation

Open reading frames are highlighted in Gl Please select one of the following fzg -in the next page, you will be able to select your initator and retrieve your amino acid sequence
53 Frame 1

YFVXLS&op[GDIPCITITHRAT Stop N W H P MG WISNERVATEHEY

INiTIStop KL S E P QR N Stop A MetNIG Met

StoposwpKStopRKD SLTLKStopSSNStopGRSSTNFLLIEEKASﬁopNL‘istopTWWERSWCTYKSGTARRRR

StopRTANWS StopHLRWETSWLC AR TGGRRNEVPDERVRNFEDPAANKARKEAELAAATAEQStopLAStopPLGASKRVLKGF

FAERRNYIRISTGTGVVA

53 Frame 2
ILFXFKKEIYHASPSPSLEQQ RGRYQSopLCRADStopI CYRKStopVLStopRIVLCRANLYAAHKTGTRWYVTGYQTStopRWRSRT
LSGCVGSSStopTCEDPETT SIStop SVAKRAIGLQTGWGISGSARIHGREICWHLEDRRQP StopFWStop IPESYRSPKGIKRWWG

CHDADIVHLPEGRRQND RGRTSYVPStopHSSKVQIRGGVRRISF Stop SKKRRKICRELGGREAGVRTKVGRQGDDVCPRDKGR
QTGRDTYDGRRRGCAgG EGDGﬁMopGILKIRLLTKPERKLSWLLFPLSNNStopHNPLGPLNGSStopRGFLLKGGTISG
YPQERVWSP Stop SRR Stop X XQAVAKRAGLGGGQSGRTVLRXRVXXEIASTHIALAARHX

53 Frame 3
FCXX LR ey

SMet VEKF "1u/KI/\[r1HNl' lYth\Hn’\I‘K[lw[n SDATTPTLYISQKDGD
MetTVI IEEG’' PTFLDTQ VMK[ML[I['U l‘ DRRKGVKSVVNLVGEKLVYVQKWDGKETTYVREIKDGKLVVTLTMetGDVVAVRS
RN top G Stop Stop TREEF StopRS G C Stop QSPKG S StopVGCCHR Stop AITSITPWGLStop TGLEGVFC StopKEELYPDIHRNGCGR
HDRVXD StopRSEQDWAAAKAVGQCSEXGCXStopKLHQR I StopR StopQHAIX

Ek-B 3. N57E mutasyonuna ait EXPASy Translate Tool sonucu

H-HH L ! ~!-|-|- -I-!-I-I-l-l-l-l|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-|-I-H HH HH-I-I- !!I -I-HI IH-I-I-I-I-I-I-

TGGACTTCAAACCGGGTGGGGGATCTCTG TGGAAGATCGCAGAC

G m—
— —
o —
© m—
© —
O o=
ot

-—
P
— —
© m—

S »|-|-|~ Y IH~|-|-|~|-|~ A
AGCCATAATTTTGGTGAATACCTGAAAGCTATCGGAGCCCCAAAGGAATTAAGCGATGGTGGGGATGCCACGACGCCGACATTGTACATCTCCCAGAAGGACGGAGAC
|-|~|<|»I~|<I~|~l' H ~|~|<|-|~|»I~ | -|- I |~|~!~ i ”!!ll . -|-I-H“IHHIHll|~|-|»|-|~|-|<|-|- FEHHHE L

AAAATGACAGTGAAAATAFRAG GG Al CACTCAAGTAAAGTTCAAATTAGGGGAGGAGTTCGACGAATTTCCTTCTGATCGAAGAAAAGGC

NS7E | | |

o

L S b -I-I-|~|-|-I-I-I-I-I-I-I-I ------------- I-!-I

GTAAAATCTGTCGTGAACTTGGTGGGAGAGAAGCTGGTGTACGTACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGACGACGTATGTCCGAGAGATAAAGGACG G (

il Mmudmuumumhw vt

HHHE e e B

Ek-B 4. N57E mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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93 Frame

Translate Tool - Results of translation
Open reading frames are highlighted in &

5% Frame 1
FCLXLRRS

% select one of the following frames - in the next page, you will be able to select your mitiator and retrieve your amino acid sequence

: { i - (NAF [ eMet VEKFVG TWKIADSHNF GEYLKAIGAPKELSDG u{h’\l TPTLYISQKDGD
KMet TV |E PTELOTQVKEKLGEEFDEFPSDRRKGVKSVVNLVGEKLVYVAKWDGKETTYVREIKDGKLVVILTMetGOVVAVRS
N op o Stop Stop TREEF StopRS G C StopQSPKG S StopVECCHR StopAITSITPWGL StopTGLEGFFAERRNYIRISTGRVWSP

Stop SRSRSWPWLAVAKRAGLGGGQSGRTVLRXRVXIEIASTHIALAARHNDWXCXPNGXXPAXRPGSTGXTK

53 Frame 2
FVXLStopEGDIPCITITITRAT MEEAHUGRISITHERERENEESKVSSMSETHRPMERAKBVREH Stop N W HP

MetVCYWISNLKVAIPHFVR
WWKLSEPORNSW“
Stop 0 8top K StopREDLLRSLTLKStopSSNStopGRSSTNFLLIEEKAStopNL S Stop TWWERSWCTYKSGTARRRR

MetSER Stop RTVNWS StopHLRWE TSWLCAATGGRRNEVPDERVRNFEDPAANKARKEAELAAATAEQStopLAStopPLGASKRVLRGF
LLKGGIISGYPODGCGRHDRVVDSGSKSMRSEODWAAAKAVGOCSXNGCXStopKLHORISwaStopOHAlh
KGRAVEXStop P §

Ek-B 5. N57R mutasyonuna ait ExXPASy Translate Tool sonucu

HOUHHH L

AGCCATAATTTTGGTGAATACCTGAAAGCTATCGGAGCCCCAAAGGAATTAAG

& —
b
@ m—
—
s
-
—
—
—
o
-—
s
pacg
O o=
s
—
She—
>
o=
— —
A=
o
o—
2
—
—
——
I —
—

I

-

UL LN L L

AAAATGACA ATA AGAGAGGARCTC TGACACTCAAGTAAAGTTCAAATTAGG

hM ‘

JHHAHHHHH -l-l-I-I-I-I-I-I-II-I-I-I-I-IIHHHHI FHH s e HII—I-I-I-I ----- I ------------- HH

BTAAAATCTGTCGTGAACTTGGTGGGAGAGAAGCTGGTGTACGTACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGACGACGTATGTCCGAGAGATAAAGG AAA GGT
AL

W o

e b s e gg ! I

CACTTACGATGGGAGACGTCGTGGCTGTGCGCAGCTACCGGAGGGCGACGGAATGAGGTACCTGATGAACGCGTGAGGAATTTTGAAGATC GCTAACAAAGC

—
—
——
—

G —

Ek-B 6. N57R mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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F17Y

53 Frame 1

Home | Contact

ﬁ! ‘ExPAb
' Blonformatics Resouroa Pertal

Translate

| F17y .

Translate Tool - Results of translation
Open reading frames are highlighted i féid] Please select one of théglowing frames - in the next page, you will be able to select your initiator and retrieve your amino acid sequence:

53 Frame 1
FKKEIYHASPSPSLEQQWRIRGRYQStopLCRAD Stop | CQ K Stop VL StopRIVLCRQNLYAAHKTGTRWYVTGYQT StopRWRSRTLSGC
VGSSStop TCEDPETTKPGS|StopSVQKRAIGLATGWGISOARIHGREICWHLEDRRQP Stop LW Stop|PESYRSPKGIKRWWGCHDAD
[VHLPEGRRQNDSENREWTSYVP StopHSSKVQIRGGVRRIStop SKKRRKICRELGGREAGVRTKVGRQGDDVCPRDKGR StopTGR
DTYDGRRRGCAQLPEGD G MeERYEMEENA Stop G I LKIRLLTKPEMELSWLLPPLSNN StopHNPLGPLNGS Stop GFFAERRNYIRISTGGC
GRHDRVVDSGSKStopRSEQDWAAAKAVGQCSENGCA StopKLHMN Stop R Stop QHAIVT GDAV G MEEESRKGPAVPANQAYA Stop

53 Frame 2
LRRRYT (

o PRG MetVEKFV(JTWKlADS iNY(;l YLKAIGAPKELSDGGDATTPTLYIQQKDGDKMetT
KIENGPPTFLDTQVKFKLGEEFDEFPQDRRKGVKSVVNLVGEKLVYV(.‘(WD;KETTYVREIKDGKLVVTLTMetGDVVAVRQYRRAT
[@Stop G T Stop Stop TREEF Stop RS G C Stop QSPKG S StopVGCCHR StopAI TSI TP Stop TGLRGFLLKGGTISGYPQEGVVAMetiAStop S|

VAPSSEASRTGRRPKRSDSAPRTGAHRNCINAYSASSTP Stop Stop L A MEEESEWNPAKARQYRETKPMetR

Ek-B 7. F17Y mutasyonuna ait ExPASy Translate Tool sonucu

I-I-I-I»I-I-I-I-HHHH HHHEHH IIH- M HL -I-I-I-I- H-HHHHHHH -I-I-I-I-I-I-!-!-l HHHHHE Hl

AAAACCTGTACGCTGCGCATAAAACTGGCACCCGATGGTATGTTACTGGATATCAAACCTGAAGGTGGCGATCCCGCACTTTGTCAGGLT

A -I-I-I-I-I-I-I-I-IHIHH b aas A -I-I- !I ”

ACTTGCGAAGAT GAAACCACCAAGCCAGGCAGTATATGAAGTGTTCAAAAACGCGCCATTGGACTTCAAACCGGGTGGGGGATCTC

| A
A AN I!“” SRANRARNUNNE !—I-!—!-!-!—I-l-l-l- A -I-I-I-l-

TGGTCGAGAAATTTGTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAGCCATRATTATGGYGAA AAAGGAATTAAGCGATGGTGGGGATGCCA

FI7Y | B

I»I-HI—HHHI-I-I-I-I-I-I-I-!-!»I-!—I» 1 -!—I-l -------- I -!\»I-I-l-l-!» (TR IH-I-I-I-I-I-I-I-I-I- HHHHHB UL

CGACGCCGACATTGTACAT

o
o —
> —
-—
-—
e

S -I- | I-I- - -I- -I-I-I-I—llHHhHHHIHHHHI-I-I-I-I—I—HHHIHI-HH!H-

GGAGTTCGACGAATTTCCTTCTGATCGAAGAAAAGGCGTAAAATCT TTGGTGGGAGAGAAGCTGGTGTACGTACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGACGA

Ek-B 8. F17Y mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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!‘EXPASY Translate il
'- L
Translate Tool - Results of translation l F17M JI

Open reading frames are highlighted in K8l Please seloct one of the foliow

59 Frame 1
ILFXFKKEIYHASPSPSLEQQWRIRGRYQ StopL CRAD Stop | CNQK Stop VL StopRIVLCRANLYAAHKTGTRWYVTGYQTStopRWRSRT
LSGCVGSSStopTCEDPETTKPGSIStopSVAKRAIGLATGWGISOGARIHGREICWHLEDRRQP StopY GStop | PESYRSPKGIKRWWG
CHDADIVHLPEGRRQANDSENREWTSYVPStopHSSKVQIRGGVRRWGE Stop SKKRRKICRELGGREAGVRTKVGRQGDDVCPRDKGR
Stop TGROTYDGRRRGCAQLPEGD G MERRACEMEENAIStop GILKIRLLTKPRQKLSWLLPPLSNNStop HNPLGPLNGS Stop GVF C Stop KEE L
YPDIHRTGYVAMetIAStop SIVAPSSEASRTGRRPKRSDSAPXTGAHRNTNYAYSASSTP Stop Stop LAXXXEXT

53 Frame 2
fCXXlRRRYT

rames - In the next page, you will b able to select your nitiator and retreve your amino acid sequence

i K Me(VFKIVI TWKIAPH\ NMetG YLKAIGAPKELSDGGDATTPTLYISQKDG
'KMethk\l NhPPHlllthKl KLGEEFDEFPSDRRKGVKSVVNLVGEKLVYV YKWF GKETTYVREIKDGKLVVTLTMtGDVVAVR
: AN Stop G T Stop Stop TREEF StopRSGC StopQSPKGS Stop VGCCHR Stop AI TS ITPWGLStop TGLEGFFAERRNYIRISTGRVWSP
Stop SRSRStop WLAVAKRAGLGGGQSGRTVLRXRVRIEIASTHIALAARHSDWXXXXKXR

Ek-B 9. F17M mutasyonuna ait EXPASy Translate Tool sonucu

H -I- -I-I-lul HHA S

TA GGGCAGATTAAATCTGCTATCGAAAGTAAGTTCTATGACGCATCGTCCTATGCAGGCAAAACCTGTACGCTGCGCATAAAACTGGCACCCGATGETATGTTACTG

Yy A i A AMA i ' ll
FHLHAEEHLEEHEL BB B,

ATATCAAACCTGAAGGTGGCGA CAGGCTGCGTTEGCAGCAGCTAAACTTGCGAAGATCCCGAAACCACCAAGCCAGGCAGTATATGAAGTGTTCAAA

U A B HATEER N

AACGCGCCATTGGACTTCAAACCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGGTCGAGAAATTTBTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAGCCATRATATGGGI\GAAT

F17M
Yl

I HH HHII-I-I-I-I-I-I-lllHI-I-[-I-I-I-I-I-IHI-I-I-I- ATRNITNNNR IIlHIH—I-I-I-I-Hull-l-l-l-l-lHll—l-l-l-l-llllm'l'l'mllllI

CCTGAAAGCTATCGGAGCCCCAAAGGAATTAAGCGATGGTGGGBGATGCCACGACGCCGACATTGTACATCTCCCAGAAGGACGGAGACAAAATGACAGTGAAAATAGAGAATI

MR A

5GACCTCCTACGTTCCTTGACACTCAAGTAAAGTTCAAATTAGGGGAGGAGTTCGACGAATTTCCTTCTGATCGAAGAAAAGGCGTAAAATCTGTCETGAACTTGGTGGGAGACL

Ek-B 10. F17M mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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L41F

53 Frame 1
Stop
L. LA Sac . Tinaials ' L41F | e | Coma

---‘

Translate Tool - Results of translation

le to select your initiator and retrieve your amino acid sequence

Open reading frames are highlighted in [i8fll Please select one of the following frames - in the next page, you will be'y
53 Frame 1

XXFVStopL StopEGDIPCITITITRAT MSNHEGRISIRMEE PG REN S K S ST R PMa AN PR snwupq

RRSR Stop KL SEP QRN Stop A
GMEtPRERHENSERRITETK Stop Q Stop K Stop R MENDIRERSTMIKIStop S SN Stop GRSSTNFLLIEEQStopNLS Stop TWWERSWCTYKSGTA
RRR R MEESERIStop R TVNWS StopHLRWETSWLCAATGGRRNEVPDERVRNFEDPAANKARKE ARLAAATAEQ StopLA StopPLGASKRY
LRGFLLKGGTISGYPQDGCGRHDRVVDSGSKStopRSEQDWAAAKAVGQCSEXGCAStopKLHQWNStop R Stop QHAIVTGXAV G NS
XPQXARQYRXNUAXAXXIQGDXX

59’ Frame 2
XILEFNFKKEIYHASPSPSLEQQWRIRGRYQStopLCRAD Stopl CYRK StopVL StopRIVLCRQANLYAAHKTG
TLSGCVGSSStopTCEDPETTKPGSIStopSVAKRAIGLATGWGISGSARIHGREICWHLEDRRQP Stop F W %
GCHDADILHLPEGRRQONDSENREWTSYVPStopHSSKVQIRCGGVRRISFStopSKKRRKICRELGGREAGVR
RStopTGRDTYDGRRRGCAQLPEGDG Stop GILKIRLLTKPERKLSWLLPPLSNNStopHNPLGPL
LYPDIHRTGVVAMSIEAStop S IVAPSSEASRTGRRPKRSDSAPKXGAHRNCINAYSASSTP Stop Stop LAXLSEWX

RWYVTIGYQTStopRWRSR
|PESYRSPKGIKRWW

VGRQAGDDVCPRDKG
S Stop GVF CStopKEE
RKXPGSTGXTKP
XPXASRVTXP

53 Frame 3 o
XFCLTLRRRYT MtHHHHHESSNNGASE NYAGQIK

MetVEKF 'v’lv5"'1"‘.3/\“‘\"\“ GEYLKAIGAP TT'TEY! iQKDG
)KMet TVKIENGPPTELDTQVKFKLGEEFDEFPSDRRKGVKSVVNLVGEKLVYVOKWDGKETTYVREI /TLTLGP JVAVR

SYRRATE topGTStopStopTREEFStapRSGCSmeSPKGSSMpVGCCHRSprITSITPWGLStopTGLEGFFAERRNYIRIS ORVWSP
StopSRSRStopWLQVAKRAGLGGGQSGRTVLRXRVRIEIASTHIALAARHSDWRXCRNGXXPAXGPAVPAXPSXXLXHPGStopRXP

Ek-B 11. L41F mutasyonuna ait EXPASy Translate Tool sonucu

-IHI-I-I~I-I-I<I-I-I-I-l-HHlH-II-I-I-I-I-I-llHlllI-I-I-I-I-l-l-IIAIHHII-I-I~I-I-I-IHH-I-I-H-IH-I-HHHI~I-I-IlHll-l-l-I-I-I-I~I<l-HHI-I-I-I-I-I-IAHIHI-I-I-I

ATATCAAACCTGAAGGTGGCGATCCCGCACTTTGTCAGGCTGCGTTGGCAGCAGCTAAACTTGCGAAGATCCCGAAACCACCAAGCCAGGCAGTATATGAAGTGTTCAAAAY

mummmdAhmm“mmm.dmmmnumxmmu.udlmmmumumuhmxmmt

HEHFH A L

CGCGCCATTGGACTTCAAACCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCATGGTCGAGAAATTTGTTGGCACCTGGAAGATCGCAGACAGCCATAATTTTGGT GAATAC

L\

B R N L

:TGAAAGCTATCGGAGCCCCAAAGGAATYAAGCGATGGTGGGGATGCCt;&EiiECG CATTTTACATCTCCCAGAAGGACGGAGACAAAATGACAGTGAAAATAGAGAATGG

ML

-|-I-I~I-IHI~I-I~I-I~ L T L R L L b4

RCCTCCTACGTTCCTTGACACTCAAGTAAAGTTCAAATTAGGGGAGGAGTTCGACGAATTTCCTTCTGATCGAAGAAAAGGCGTAAAATCTGTCGTGAACTTGGTGGGAGAGA

Wt R

A e S L

RGCTGGTGTACGTACAAAAGTGGGACGGCAAGGAGACGACGTATGTCCGAGAGATAAAGGACGGTAAACTGGTCGTGACACTTACGATGGGAGACGTCGTGGCTGTGCGCAGC

Ek-B 12. L41F mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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Y99F Y134W

53 Frame

Stop

- e HOITIHCOIIM

W%FHMWI

Translate Tool - Results of translation

Open reading frames are highighted i f8 Please selecie

53 Frame 3
KEILStopNILFTLRRRYT

€ 0fthe following rameSg the next page, you will b abl to selectyour iniiator and retieve your amino acid Sequence:

Ek-B 13. Y99F_Y134W mutasyonunun sekanslama sonucunun ExPASy Translate Tool sonucu

JMMMMMMMMMmmMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMmemM

WLHELECRE L LT TR R LR DTE R R DT b G LR TR D BT LR R R R LR IIIlIllIIIlIIIIIIII

TATGAAGTGTTCAAAAACGC GCCAT TGGACT TCAAACCGGG TGGBGGATCTC TGGT TCCGLIGCGGATCCAT GBTCGAGAAATTTGTTGGCACC TGGAAGAT CBCAGACAGC CATAAT TTTGGTGAATACC T GAAAGC TAT CGGAGCCCCAAAGGAAT TAAI
2 330 kL) 350 360 3n 380 3% 400 40 2 430 440 450 460 470

IIIIIIIHHIIIIIIIIIIIlIlIhlIllllllllIIIIIlIIIIIIlhIIIllIIIIlIIlIIlIIlIIIIIIIIIltlllllllllllllllllIIIIIIlllllulllllllIlllllllulllllllhllllllIlllllllllllll

CGATGGTGBGGAT GLCACGACGCCGACATTGTACATC TCCCAGAAGGACGBAGACAAAAT (GACAG TGAAAATAGAGAATGGBACCTCCTACGT TCCT TGAC AC TCAAG TAAAGT TCAAAT TAGBGGAGGAGT TCGACGAAT TTCCTTCTGATCGAAGAM
480 490 500 §10 520 530 540 §50 560 §10 580 590 600 610 620 630

A &GTMMYCTGTCGTGMCTTGGTGGGDGAWG:

840 650 660 670
aelHoovorrewintatitiivn
GﬂCGGAATGNSG T® CTGATGMCGCGTGA@C (‘A TT@A
800 810 820 830

Ek-B 14. Y99F Y 134W mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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Y99M Y134M

57 Frame 1

W

d' Borfometes mmal

Translate Tool - Results of translation

'Y99M Y134M'

afislate

Open eading fames are highlighted n 6l Please selpgéde of the ollowing framy

39 Frame
HNGFPLENLLTLRRRYT

[ the next page, you will be bl to selectyour iniitor and relrieve your amino acid Sequence:

Sop T S0 SopTREEF SpRS6C S QSPRELCL

Ek-B 15. Y99M_Y134M mutasyonunun sekanslama sonucunun ExPASy Translate Tool sonucu

ETAY

[PR] % PRRVEPSY ST RETPRIVIERTS T 1 § FrOveeen crrnritld ienenninda verd et bbb sl v wrbrbirlvbriviaws
WU\ TATC T l: TT TCGOGC TTTGTTAWGCCBGNCTTL‘AMATTCCTCC{BCGTYU—‘\TGGTMCTUTTCCGTC@CCT GCATGC GCGWGCWG-“CGTCTCCCATCGTAAGTGTUCGACCAGTTTACCGTCCTTU\TCTCTCG

,\0 m.nmu mu m um m‘ i hn‘Mn‘ii\h LM‘]W Mumf “ lm [t JMJ (il

M

bebanttn:: ot B s nthr et orh b
EAD\TACGTCGTCTCETTGECGTCCMTTTT CAGCTTCTCTCCCACCMGTTMCEAGATTTTACACCTTTTCTTC GMATTEGTCEMCTCETCCCCTAATTTGAM:TTTACTTGAGTGTCMGGAACGTAGGAGGTC

170 R 21 20 300 kil

Jil lrlw.lmU.ll LBl JIIJMMVM um,ammzlnﬁumu il t.x,!mlt,.s.m.‘. A

hrew stvrbthrt beir i H e ellvtavsssrnds bovarvehorsvenvorsbnorndt kst Hed el e Higi s et b it ittt
MTTCYCTATTTTMCTGTCATTT‘IGTCTCCBTC GWTGTACMTUTCGBCGTCGTBG\TCG}U\CCATCGEIYMITCCTTTBGBETCCGATAR‘.TTTU\GGYATTD’\CCMM”AIGGCTGTCTGCGATBTTCCAGGYGCWWA
320 30 340 350 360 n 380 390 400 410 420 430 440 450 460 47

httaeb st Hal tat ik iivechotbom bt n i ot bttt mvo v bt ook e oo v s
I'TTCTCGACCATGGATCCGCGCGGMCCAGAGATCCCCCACCCGGTTTGMGTCEMTG@GCGTTTGAACACTTCATATACTGCCTGGCTTGGTGGTTTCGGGATCTTC({AAGTTTAGCTGETGCEAACL!:AGCCTGMAAAGTGCGGGATCGCCA
430 490 500 510 520 550 560 570 580 590 600 610 620

SRR | PO Y S T Y XY PO SPUNE | POPPPTPOCT PRSPPI M TR B S S PRI PRRPOTIET ORI PO 11 PO
:q TTCAGGTTIE ATATCCAEE{\ACATN: CAICG [ec] TG:C‘ETTTTATGC,GEN} CGT WEQTT TTK‘JGQATAGGMGA[QFGTMTAB@\; TTACTT“EG!\UGCAEA'HTMT c TWCEPEATPGTE\F TGATATCGE-F ceeTe ATBEG.',CATTGTTA

Ek-B 16. Y99M_Y134M mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram

* T7 geri primeri ile dizileme yapildig1 igin sekans sonucu 3°-5 yoniindedir.
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WOF WI103F

3 Frame

Stop

Home | Contact

d[‘& rkmatcs Resouos Rortdl

Translate Tool - Results of translation

Translate

! wsr W103F !

Open reading frames are highiighted in &l Please select one of the following ram e, You wil be able to select your initiator and retrieve your amino acid sequence:

39 Frame?
FRGTHNGFPSRNNFVYLYEGDIPCITITITRANNGASGADINNYAGQIKSAIES LALD G HefELDIKPEGRI

WBEGVAVRVRSYRRISTEStp G Sep Stp TR EF SopRS6C SpQSPRELSL

Ek-B 17. WOF_W103F mutasyonunun sekanslama sonucunun ExXPASy Translate Tool sonucu

"""""""""""""""""""" l'll avartrtravacs ot encomshwarttmon e b i dbobibe s ccommaavarsttitbd Hirers
[ A MBGA Twc TC TTTCGmCTTTOTTAWx@COGATCTTWATTCCT‘"ACGCGTT“TCAGGTA&TCATTCCGTCOCCCTCCGGTAOCTOCGUO\GCCACODCGTCTCCCATCGTMGTGTCACGACCAGTTTACCGTCC TTTATCTCTC

\v\“h*» il vM &\w&ml“ W ““m nﬂ”“u‘ "1 IS |im“‘l..‘“ N.

l)mmlm M lu.'L.m, WA

vhitecrvatdt i vame ket oravmavoovhvdncordrooc b ehoeoca s s et o eenrtoba i b 1| h
BGACATAC GTCGTCTCCTTGCCPTCAAACT TGTDCGTDCACUGCTTCTCTCC(‘ACCAAGTTCACAACAGATTTTDCACCTTTTCTTCGATCABMTGMATTCGTCGMCTCCTCCCCTAATTTGMCTTTAATTGAGTGTCMGGMCGUBGM@
160 170 80 20 20 300 n

W103F

'I»M.mla i nm NMM\M.wuuw.wm lm.m e N e A

n.-.a.“.a-..llmllmf.r..mrnrl.lm worthth oot irbiravamt i i redsb ot st s BB bbb e
AT TCTCTATTTTCAC TGTCAT TG TCCGTCCTTC T GOGAGATGTACAATGT CGGCGTCGTGBLATC CCCAC CATCOLTTAATTCC T TTGGGGCTCCOATAGCT TTCAGGTATTCAC CAAATTATGGCTGTCTGLGATE T TAAAGGGCCAACAA
2 0 ) %0 ) m ) ) ) o ) ) “w ) :

WOF
““"li‘J“U”W“JW“L "”’ A ’1] LH)MJLI VAR AR\ ADARA A s hote At s AR M AR

I o el e rovisvat o Hhvor e beodon b st e Ik vovs oo "'.'llv.".'.'
TTTCTCGACCATGGATCCGC GCGBAACCAGAGATC CCCCACCCGBT TTGAAGTCCAATGGLGCGTTTTTGAACACT TCATATACT GCCTGGCTTGGTGRTT TCGGGATCT TCOLAAGT TTAGL TOCT&CAACGU\@ CTG‘C
480 490 500 510 520 §30 540 550 560 §70 580 590 600 610 620

wntitrerimrattrnmovire vkl becodibacdeliimsmboro mdvarovnd el tdorbatortistet et
CC TTCAGGTTTGATATCCAGTAACATAC CATCOA GTGCCAGT T TATGCGE/A3 CATACAGGT TTTGCC TGN TAGGACGATGCG TCATAGAAC TTACT TTCGATAGE ABATT TALTCTGCCC GGCATAGTTAT TGATAT CGGECCET GATGCGECATTGT

Ek-B 18. WOF_W103F mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram

* T7 geri primeri ile dizileme yapildig1 igin sekans sonucu 3°-5 yoniindedir.
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T61V T37V

3 Frame

Stop

|T61V T3V | o K

------J

Z]mm% Translate

Translate Tool - Results of translation

Ope reading frames are ighighted n Gl Please seectone of he folwjpefames - nthe next page, youwil e able o selectyour initialmagd reieve your aming acid sequence:

59 Frame?
QGSL StopI[FCLTLRRRYT

DGETSWLCAATGRATG StopVIFEDPAATKPRKEAG

Ek-B 19. T61V_T37V mutasyonunun sekanslama sonucunun ExPASy Translate Tool sonucu

hmMMMMMMMMmmmmmM“mmmMHmmmmmmhmMMMMJMMMMmmMMMJMHMMMMMmJ

|IHIIIIIIHIIHIlllllllllllulllllllll DL R TR L LR R TR LA LR LR LR LR R R
[ATGAAGTGT TCAAAAACGCGCCATTGGACTTCAAACCGGG TGBGGGATC TCTGGTTCCGL GCGGATCCAT GBTC GAGAAATTTGT TGGLAC CTGGAAGAT CGCAGACAGCCATAATT TTGGTGAATAC CTGAAAGC TATCGGAGCCCCAAAGGAAT TAAL
20 30 40 350 360 3n 380 3% 400 410 420 430 440 450 460 41

L s s b et . thtecrilrtaenetve vt bt FIH B B :
AGGCGTAAAATCTG TTGGTGGGAGAGAAGL TGGTGTACGTACAAAAG TGGGAC GRCAAGGAGAC GACGTATGT CCGAGA GNIXBT MACTGGTCGTGM‘ACTTACGATWGACGTCGTGGCTGTMGUGC'IRCCGGMG?G

640 650 660 670 680 630 700 m 720 730 740 750 760 m 780 790

wistirhines s o s e i v TR
26ACGBAATGAGGTACC TGAT @ACQGTGWATTTTTGMGAT(X)GGCT ar ACMGMAG&AGCT@G
800 810 820 830 840 870

Ek-B 20. T61V_T37V mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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T61S T37S

59 Frame

[ . L o) l
LI BEIER e | G

dmmmww Translate
Translate Tool - Results of translation

Open reading frames are highlighted in 8l Please select one of the fgbeffing frames - nthe next page, you will b able to selectyour infegand refrieve your amino acid sequence:

57 Frame 3
KYSLDILFTLRRRYT

Ek-B 21. T61S_T37S mutasyonunun sekanslama sonucunun EXPASy Translate Tool sonucu

---------------------------- cooylbacka bbb HE U b b b ek R AL TR TE LR T LI RET R

LA GT AT C T AT ATTTT Gl'TTACTTTAGMGGAGATATAC(‘ATGCATCACCATCACCATCDCTCG‘GCAM'AA GGCGCAT! CAGOG&CGATATCAATMCTATGCCGGGCAGATTAAAT GCTATCGM&GTMGTTCTATGACGC

polldt ol T

(LEHLHTHIE IIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIlIIIII FELEL TR TEL R LT TR ||IIIIII|IIIIIlIIlIIIIIlllllllIllIIIIIIIIIIIIIIIIlullIllIllllllllllllllmlhll

\TCGTCC TATGCAGGCMMLC TGCGCATMMCTGGCMCCGMGGTATGTTACTGGATATCAAACCTGMGGTG@GATCCCGCACTTTGTCAGGC TGCGTTGGCDGCA TGCGWATCCCGAAMCACCMGCCAGGCAGTM

MMMMMMMMNMMWHMMMMMNH Mm

Mlh

A TR TE DL RR LA E T D AT ER R LT R TR R s DR R LR T T R

ATGAAGTGT TCAAAAACGCGC CAT TGGAC TTCAAACCGGGTGBBGBATCTCTGGTTCCGCGCGBATCCATGBTCGAGAAATTTGT TGGCACC TGG AAGATCGCAGACAGC CATAAT TT TGGT GAATACC TGAAAGC TATCGGAGCC CCAMAGBAAT TAAC
ki) <) 340 350 30 n 380 3% 400 410 420 420 440 450 460 4n

s b e
CTTGACAC TCAAGTAAAGT TCAAAT TAGGGGAGGAGT TCGACGAATT TCCTTCTGATC GAAGAAAL
70 580 590 600 610 620 630

taerhietd o e v meat e ve rerere e
\03ACG6 TAAACTAIGTCGTG AC AC TTACGAT GGBAGAC GTC 6TG (r.'rmsc‘c cmm GQMG

IIHIII.I-I.I} Wikt oot bed bt ded-
L TTGGTGGG&GAGAAGCTGGTGTAC GTACAAAAGTG(NC@CMGGABACG&CGTATBT@GAG =

HitHlh
GQQTMTCTGTE. \

Ek-B 22. T61S_T37S mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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T61A T37A

53 Frame

|T51A T37A 1 Home | Contact

------J

iﬂ&ﬂ%@ﬂgwwa Translate

Translate Tool - Results of translation

Open reading frames are highlighted in ] Please select one of he folowng fafes - nthe next page, you wil be abl fo selectyour I and retieve your amino acid Sequence:

53 Frame?
HEKIPLE StopF CLTLRRRYT

Ek-B 23. T61A_T37A mutasyonunun sekanslama sonucunun ExPASy Translate Tool sonucu

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ cozcvsosorr B bt EL O st e LAt o E LT LSRR R DRI ELLERLR AR R LR TR LT T

M@WATT C TC ‘G MTAATTTT GTTTAM:T (] TMGMGGAGATATACU\T G CAT CACCAT CN:CATCACT CGAGCWATGGCGCAT(AGGGGCCGATATCMTMCTATGCCGGGCAGATTMATCT 9 TATCBAMOTAAGTTC TATGACGC
10 150

o) ldlumuh.hmﬂhmlnuhlumuklmmln nnhmmmmnmhmnhhnumnm.nnullu

LT R LT R L LR IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIllllllllllllllIllllllllllllll1III1II1IIIII1IIIIllIlIIIlII!Iullllllllllllllllﬂ

ATCGTCCTATGCAGGCAAAMCTGTIC TGCGCATAAAACTGGCACCCGATGGTATGT TAC TGGATATCAAACC TGAAGGTGGCGATCCCGCACT TTGTCAGGC TGCGTTGGCAGCAGC TAAACT TGC GAAGATC CCGAAACCACCAAGCCAGGCAGTAT
170 200 20 20 20 40 20 20 am 250 0 300 310 20

HMMMMM“mmmmmmmmmmmmmmhmmMMmHMMMMMMMManmWMMMMMMmmmMumn

L L T

ATGAAGTGTTCAAAAACGCGCCATTGGAC TTCAAACCGGGTGGGGGATCTC TGGT TCCGCGCGGATCCATGG TCGAGAAATTTGT TGGLACCTGGAAGATC GCAGACAGCCATAAT TTTGG TGAAT ACCTGAAAGC TAT CGGAGC CCCAAAGGAAT TAAG

0 30 30 %0 n 380 30 400 40 Il 20 “ 450 40 i) @0
TR b R e e b e e e et e o ) e g s b sob v oo T8 L L Eoeen wenerl b iy,
[GATGGTGGGGAT (E CEAACEECGACATTGTACAT CTCCCAGAAGGACGBAG ACAAAATGACAG TGAAAAT AGAGAATG GACC TRCTGCATT crrc»cncmAAGWAGrTCAAmAmsmc«mwcmmrcchcmrceMAAA

490 S0 510 20 [} <40 550 %0 70" ) 590 600 610 20 80 840

T37A T61A
an

. V

Ek-B 24. T61A_T37A mutasyonunun sekanslamasina ait kromotogram
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5.3. EK-C: Elektroforez Uygulama Ciktilari

37kDa

25kDa —
20kDa —

« 27,3 kDa

15 kDa
10kDa ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ng—C 1. N57D iiretim ve"saﬂastlrma SDS PAGE' jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirmncr saati, 3.
Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin {iglincii saati, 6. Kolondan ge¢mis siipernatant,
7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Yikama4, 11. Yikama 5, 12. Elisyon

N57E
| m—
37 kDa
- «—— 27,3kDa
25kDa —» . -
20kDa —
15 kDa—>
10kDa—>
i 2 3 4 s 6 1 8 9 10

Ek-C 2. N57E iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel gériintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinc1 saati, 3.
Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Kolondan ge¢mis siipernatant, 6. Yikamal, 7. Yikama2,
8. Yikama3, 9. Yikama4, 10. Eliisyon

N57R

(

s‘;

37 kDa

27,3kDa
25kDa —

20kDa
— = p— —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Ek-C 3. N57R iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinct saati, 3.

Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin tciincii saati, 6. Kolondan gecmis slipernatant,
7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Yikama4, 11. Yikama5, 12. Yikama6, 13. Eliisyon
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F17Y

—_—
37kDa —
«—27,3kDa
25kDa — s
20 kDa —
3 4 5 6 7 8

15 kDa—

10 kDa—> [

1 2 9 10 1

Ek-C 4. F17Y iretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinct saati, 3.
Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin {i¢iincii saati, 6. Kolondan ge¢mis siipernatant,
7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Yikama4, 11. Eliisyon

F1/M

37kDa —
25kDa — e Sy b L 4

«— 27,3kDa

20 kDa —

15kDa —
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Ek-C 5. F17M iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinci saati, 3.
Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin ii¢iincii saati, 6. Yikamal, 7. Yikama2, 8.
Yikama3, 9. Yikama4, 10. Yikama5, 11. Yikama6, 12. Yikama7, 13. Yikama8, 14. Eliisyon

L41F

37kDa —+
25kDa — . «—— 27,3kDa

20kDa—

15 kDa— ‘
5

10kDa—

ng-C 6. L41F {retim ve __saﬂastlrma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinc1 saati, 3.
Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Kolondan ge¢mis siipernatant, 6. Yikamal, 7. Yikama2,
8. Yikama3, 9. Yikama4, 10. Eliisyon

106



Y99F Y134W

. 273kDa
25KkDa —

20kDa —

15 kDa—

Ek-C 7. Y99F Y134W iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinci
saati, 3. Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin iiciincii saati, 6. Kolondan gecmis
siipernatant, 7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Yikama4, 11. Yikama5, 12.Elisyon

Y99M Y134M

Ek-C 8. YO9M_Y134M iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinci
saati, 3. Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin ii¢lincii saati, 6. Kolondan ge¢cmis
siipernatant, 7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Yikama4, 11. Yikama$, 12. Eliisyon

WOF WI103F

25kDa —
20 kDa —

15 kDa—
10 kDa—

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 1

Ek-C 9. W9F_W103F iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinct
saati, 3. Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin iiciincii saati, 6. Kolondan gegmis

siipernatant, 7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Yikama4, 11. Yikama5, 12. Yikama6, 13.
Yikama7, 14. Eliisyon
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T61A T37A

37kba —

25kDa — .' _ e . 73k
20kDa— |

15 kDa— .

1 2 3 4

Ek-C 10. T61A_T37A iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinct
saati, 3. Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin iiciincii saati, 6. Kolondan gecmis
siipernatant, 7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Eliisyon

T61S T37S

37kDa —
25kDa — «—— 27,3kDa
20kDa —

15 kDa—
10 kDa—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Ek-C 11. T61S_T37S iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisii; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirici
saati, 3. Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin iiciincii saati, 6. Kolondan ge¢mis
siipernatant, 7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Yikama4, 11. Yikama$, 12. Yikama6, 13. Elisyon

161V T37V

1AL
{
L {]1n

|
mr

|

\

l

37kDa —
25kDa —

«—— 27,3kDa

20 kDa —

'

15kDa—

2 ..

Ek-C 12. T61V_T37V iiretim ve saflastirma SDS PAGE jel goriintiisti; 1. Ladder, 2. Uretimin sifirinci
saati, 3. Uretimin birinci saati, 4. Uretimin ikinci saati, 5. Uretimin ii¢lincii saati, 6. Kolondan gecmis
siipernatant, 7. Yikamal, 8. Yikama2, 9. Yikama3, 10. Yikama4, 11. Yikama5, 12. Eliisyon
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5.4. EK-D: CD Spektroskopisi Ciktilar:

o —— Yabanil Tip

6 - = Yabanil Tip+UC-BR

4 -

2 -

-2 -

Mol. CD

> L) i L) > ! 4 L) i !
200 210 220 230 240 250
Dalga Boyu (nm)

Ek-D 1. Yabanil tip Apo/HoloUnaG proteinine ait Far UV CD spektrumu

A ——N57D B ——N57E
6 ——N57D+BR o) —— N57E+UC-BR

Mol. CD
Mol. CD

L L) T L L] T L L) L L T L
200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Dalga Boyu (nm) Dalga Boyu (nm)

C & ——N57R
6 ——N57R+BR

Mol. CD
h

T T T T T
200 210 220 230 240 250
Dalga Boyu (nm)

Ek-D 2. Polar amino asit gruplarinin bilirubin baglanma bélgesine ilavesi ile elde edilen mutant UnaG
proteinlerine ait Far UV CD spektrumlar: (A. N57D, B. N57E, C. N57R)
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Ac —F17M B —F17Y
6 - = F17M+UC-BR 6 ——F17Y+BR
4
4 44
4
24 24
o 0
a a J
O 24 QO ]
° ° 4
S 4 = 44
-6 4
-6
-8 4
-8
-10 1
-10 -
12 4
T T T T T T -12 T T T T T T
200 210 220 230 240 250 200 210 220 230 240 250
Dalga Boyu (nm) Dalga Boyu (nm)
C = ——L41F
6 ——L41F+UC-BR
44
24
0 -
[=]
2 2
]
= 4]
-6 -
-8 -
10
-12 T T T T T T
200 210 220 230 240 250

Ek-D 3. Bilirubin baglanma bolgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesi ile elde edilen mutant UnaG

Dalga Boyu (nm)

proteinlerine ait Far UV CD spektrumlari (A. F17M, B. F17Y, C. L41F)
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Ek-D 4. Bilirubin baglanma bolgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesi ile elde edilen mutant UnaG

Dalga Boyu (nm)

proteinlerine ait Far UV CD spektrumlari (A. Y99F_Y134W, B. Y99M_Y134M, C. WOF_W103F)
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Ek-D 5. Floresan ligandin ¢evresinin degistirilmesi ile elde edilen mutant UnaG proteinlerine ait Far UV

Dalga Boyu (nm)

CD spektrumlari (A. T61A_T37A, B. T61S_T37S, C. T61V_T37V)
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5.5. EK-E: Termal A¢ilma Sicakhik Ciktilar:
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Ek-E 2. Polar amino asit gruplarinin bilirubin baglanma bdlgesine ilavesiyle elde edilen Apo/Holo
mutant UnaG proteinlerine ait termal acilma grafikleri (A. N57D, B. N57E, C. N57R)
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Ek-E 3. Bilirubin baglanma bolgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesi elde edilen Apo/Holo
mutant UnaG proteinlerine ait termal agilma grafikleri (A. F17M, B. F17Y, C. L41F)
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Ek-E 4. Bilirubin baglanma bolgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesi elde edilen Apo/Holo
mutant UnaG proteinlerine ait termal agilma grafikleri (A. Y99F_Y134W, B. Y99M_Y134M, C.
WOIF_W103F)

113



A gl —e—TB1A_T37A B ., —te=T61S_T37S
' —e—T61A_T37A+UC-BR ’ —e—T61S_T37S+UC-BR
- 0,8 = 0,8
S S
(7] (7}
= 06 = 06
[ e
[2d [2d
£ 0,4 £ 0,4
= [—
] 8
K ©
LV 0,2 - X 0,2 4
0,0 0,0
0,2 T T T T T T T 0,2 T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 20 100 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
C s ——TE1V_T37V
: —&—T61V_T37V+UC-BR
= 0,8
=Y
(7}
< 06
e
[2d
£ 0,4 -
[ —
8
G
X 0,2 4
0,0
02 T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90 100

Sicaklik (°C)

Ek-E 5. Floresan ligandin gevresinin degistirilmesiyle elde edilen Apo/Holo mutant UnaG proteinlerine
ait termal acilma grafikleri (A. T61A_T37A, B. T61S_T37S, C. T61V_T37V)
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5.6. EK-F: Floresan Spektroskopisi Ciktilari
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Ek-F 1. Yabanil tip HoloUnaG proteinine ait uyarilma ve 1sima grafigi
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Ek-F 2. Polar amino asit gruplarimin bilirubin baglanma bdolgesine ilavesiyle elde edilen mutant
HoloUnaG proteinlerine ait uyarilma ve 1g1ma grafikleri (A. N57D, B. N57E, C. N57R)
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Ek-F 3. Bilirubin baglanma bdlgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesiyle elde edilen mutant
HoloUnaG proteinlerine ait uyarilma ve 1g1ma grafikleri (A. F17M, B. F17Y, C. L41F)
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Ek-F 4. Bilirubin baglanma bdlgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesiyle elde edilen mutant
HoloUnaG proteinlerine ait uyarilma ve 1sima grafikleri (A. Y99F_Y134W, B. Y99M_Y134M, C.
WOIF_W103F)
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Ek-F 5. Floresan ligandin ¢evresinin degistirilmesiyle elde edilen mutant HoloUnaG proteinlerine ait
uyarilma ve 1s1ma grafikleri (A. T61A_T37A, B. T61S_T37S, C. T61V_T37V)
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5.7. EK-G: Ayrisma Sabiti Ciktilar:
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Ek-G 1. Yabanil tip UnaG proteinine ait bilirubin lineer doygunluk egrisi
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Ek-G 2. Polar amino asit gruplarinin bilirubin baglanma bdlgesine ilavesiyle elde edilen mutasyonlara ait

bilirubin lineer doygunluk egrileri (A. N57D, B. N57E, C. N57R)
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Ek-G 3. Bilirubin baglanma bolgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesiyle elde edilen mutasyonlara
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Ek-G 4. Bilirubin baglanma bdlgesindeki aromatik rezidiilerin degistirilmesiyle elde edilen mutasyonlara
ait bilirubin lineer doygunluk egrileri (A. Y99F_Y134W, B. Y99M_Y134M, C. WIF_W103F)
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