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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FLORESAN PROTEIN TEMELLI FRET BiYOSENSORUNUN URETILMESI
VE GELIiSTIRILMESI

IBRAHIM INCIR
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI:PROF. DR. iSA GOKCE
IKINCIi DANISMAN: ARS. GOR. DR. SEMA BILGIN

Forster veya Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET), iki florofor arasinda meydana
gelen radyoaktif olmayan enerji transferi olarak tanimlanmaktadir. FRET
biyosensorlerinde, kiiciik organik boyalar, floresan proteinler ve kuantum noktaciklar
olmak {izere ii¢ ana tipte florofor kullanilmaktadir. Floresan proteinler, genetik olarak
kodlanabilmesi ve hiicrelerle uyumlu olmasindan dolayr yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Floresan Protein temelli FRET (FP-FRET) biyosensorleri, enzim
aktivitesi, hiicre i¢i iyon konsantrasyonu, konformasyonel degisimler, protein-protein
etkilesimleri gibi biyolojik siire¢lerin goriintiilenmesinde kullanilmaktadir. Sunulan tez
calismasi ile proteaz aktivitesinin FP-FRET biyosensorii yardimiyla tespit edilmesi
amaglanmistir. Bu kapsamda, TEV proteaz enzimi model olarak secilmistir. mClover3-
mRuby3 ve mNeonGreen-mRuby3 floresan ¢iftlerini igeren FRET biyosensoérlerine ait
plazmitlerin tasarimi gergeklestirilmistir. Tasarlanan FP-FRET biyosensoriine ait genin
ekspresyonu, rekombinant DNA teknikleri kullanilarak E. coli DHS5a hiicrelerinde
gerceklestirilmistir.  Ekspresyonu  gerceklestirilen ~ flizyon  protein,  afinite
kromatografisiyle saflagtirllmistir. Sonu¢ olarak, TEV proteaz enziminin aktivitesi
tiretilen FP-FRET biyosensorii kullanilarak spektroflorometre cihazinda gergeklestirilen
emisyon Ol¢iimleri ile tespit edilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda, 6nemli biyolojik
stireclerde belirte¢ olarak kullanilan enzimlerin aktivite tayini i¢in yeni FP-FRET
biyosensorlerinin iiretilmesi hedeflenmektedir.

2020, 79 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET), Biyosensor,
Floresan Proteinler, Rekombinant DNA Teknolojisi



ABSTRACT

MASTER THESIS

PRODUCTION AND DEVELOPMENT OF FLUORESCENT PROTEIN BASED
FRET BIOSENSOR

IBRAHIM iNCiR

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. DR. iISA GOKCE
CO-SUPERVISOR: R. A. SEMA BILGIN

Forster or Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET) is defined as non-radioactive
energy transfer between two fluorophores. Three main types of fluorophores are used in
FRET biosensors, small organic dyes, fluorescent proteins and quantum dots.
Fluorescent proteins are widely used because they are genetically coding and
compatible with cells. Fluorescent Protein-based FRET (FP-FRET) biosensors are used
to display biological processes such as enzyme activity, intracellular ion concentration,
conformational changes, protein-protein interactions. With the presented thesis study, it
was aimed to determine the protease activity with the help of the FP-FRET biosensor. In
this context, TEV protease enzyme was chosen as a model. Plasmids of FRET
biosensors containing mClover3-mRuby3 and mNeonGreen-mRuby3 fluorescent pairs
were designed. Expression of the gene of the designed FP-FRET biosensor was
performed in E. coli DHS5a cells using recombinant DNA techniques. The expressed
fusion protein was purified by affinity chromatography. As a result, the activity of the
TEV protease enzyme was determined by emission measurements performed on the
spectrofluorometer device using the FP-FRET biosensor produced. In later studies, it is
aimed to produce new FP-FRET biosensors for the activity determination of enzymes
used in important biological processes.

YEAR, 79 PAGE

KEYWORDS: Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET), Biosensor,
Fluorescent Proteins, Recombinant DNA Technology
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1. GIRIS

FRET, iki florofor arasinda meydana gelen radyoaktif olmayan enerji transferi olarak
tamimlanmaktadir (Piston ve Kremers, 2007). FRET biyosensorlerinde, kiigiik organik
boyalar, floresan proteinler ve kuantum noktaciklar olmak iizere ii¢ ana tipte florofor
kullanilmaktadir. Floresan proteinler, genetik olarak kodlanabilmesi ve hiicrelerle
uyumlu olmasindan dolayr yaygin sekilde kullanilmaktadir. FP-FRET biyosensorleri,
enzim aktivitesi, hiicre i¢i iyon konsantrasyonu, konformasyonel degisimler, protein-
protein etkilesimleri gibi biyolojik siireglerin goriintiilenmesinde kullanilmaktadir

(Masharina vd., 2012).

Genetik olarak kodlanabilen floresan protein temelli biyosensorler, zaman ve mekana
ait veri akigin1 koruyarak hiicre icindeki belirli biyokimyasal veya biyolojik tanima
stireglerinin - miidahalesiz  (non-invazif) bir sekilde goriintiilenmesine olanak
saglamaktadir (Ibraheem ve Campbell, 2010). Bu baglamda, floresan proteinler ve
floresan temelli biyosensorler in vivo uygulamalarda giiglii araglar haline gelmektedir
(Wang vd., 2009). Bu biyosensorler, plazmit DNA’nin transfeksiyonu ile hiicrelere,
dokulara ya da tiim organizmaya aktarilabilmektedir. Boyle bir biyosensor yaklagimin
en biiyiik avantaji non-invazif (miidahalesiz) bir metot olmasit ve hiicrelere zarar
vermemesidir. Ayrica floresan protein ailesinin ¢ogu durumda, konakg1 hiicreler igin
toksik olmadigr gosterilmistir (Wang vd., 2009). Bununla birlikte, floresan proteinlerin
yiiksek hiicre igi stabilitesi sayesinde bu biyosensorler hiicrelerde uzun siire stabil

kalabilmektedir (Bajar vd., 2016b).

Tez calismasinda, TEV proteaz enziminin aktivitesini test edebilmek i¢in mClover3-
mRuby3 ve mNeonGreen-mRuby3 floresan ¢iftlerini igeren iki farkli FRET
biyosensoriiniin iiretilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda ilk olarak TEV proteaz
enziminin aktivitesinin test edilebilmesi i¢in FP-FRET biyosensorleri biyoinformatik
araglar kullanilarak tasarlanmistir. Calismada FP-FRET biyosensoriiniin iiretilmesi ve
saflastirilmasinda rekombinant DNA teknikleri kullanilmistir. Bu kapsamda mClover3-
mRuby3 ve mNeonGreen-mRuby3 FRET biyosensorlerinin E. coli BL21 pLysE, E. coli
C41(DE3) ve E. coli DH5a hiicrelerinde iiretim c¢alismalar1 yapilmistir. Fakat sadece
mNeonGreen-mRuby3 floresan ¢iftini igeren FRET biyosensoriiniin E. coli DH5a

hiicrelerinde iiretimi gergeklestirilebilmistir. Ekspresyonu gergeklestirilen flizyon



protein, afinite kromatografisiyle saflasgtirlmistir. Ardindan aktivite testinde
kullanilacak TEV proteaz enzimi rekombinant olarak tiretilip afinite kromatografisiyle
saflagtinnlmistir. TEV proteaz enziminin aktivitesi tretilen FP-FRET biyosensorii
kullanilarak hem SDS-PAGE’de hem de spektroflorometre cihazinda gergeklestirilen
Olgiimler ile tespit edilmistir. FP-FRET biyosensoriinde gerekli modifikasyonlar
yapilarak, 6nemli biyolojik siireglerde belirte¢ olarak kullanilan enzimlerin aktivite

tayinini miimkiin kilacak sekilde gelistirilmesi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL BILGILER

2.1. Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET)

Ilk kez 1946'da Theodor Forster tarafindan tanimlanan, Forster veya floresan rezonans
enerji transferi (FRET); uyarilmis durumundaki bir donér floroforun, 1simasiz olarak
enerjisini komsu bir akseptor florofora aktardigi, boylece akseptoriin karakteristik
floresan 151k yaymasina neden olan bir mekanizmadir (Bajar vd., 2016b). Bu
mekanizma, uyarilmis durumdaki dondr grubun uyarilma enerjisinin uzun mesafeli
dipol-dipol etkilesim araciligiyla akseptor gruba aktarildigi bir prosestir (Jares-Erijman
ve Jovin, 2003).

Donér grup bir foton tarafindan uyarilir ve daha sonra en diisiik enerjili singlet
durumuna (S1) gecer. Akseptor grup ¢ok uzakta degilse, dondr grubun elektronunun
temel durumuna (So) geri donmesi halinde salinan enerji ayni anda akseptor grubunu
uyarabilir. Bu 1s1masiz olarak gergeklesen siire¢ ‘rezonans’ olarak adlandirilir. Ardindan
uyarilan akseptor grup floresan 151k yayar ve eger sondiirme durumlar1 mevcut degilse
temel duruma geri doner (Anonim, 2019). Sekil 2.1°de bu prosese ait enerji transferi

Jablonski diyagramu ile gosterilmistir.

—— Dondr uyarimi
—-——— = » Dondrigimasiz proses «:ssss  Rezonans
Akseptdr uyarimi dasasad enerji transferi
V\AM/\ﬁ i¢ doniisiim ve titresimsel gevseme
——————— Akseptdr emisyonu

% Enerji —
5, s,

Transferi

ig 9_9.

Rezonans

.................................. -

Sekil 2.1. FRET i¢in Jablonski diyagrami (Anonim, 2019)



Enerji transferi, 1sikla uyarilan donér floroforun elektronik olarak indiikklenmesi sonucu
meydana gelen titresimler, akseptor floroforun elektronik enerji araliglr ile aym
rezonansta oldugunda meydana gelmektedir (Tokmakoff, 1959). Bu baglamda, enerji
aktariminin gerceklesmesi igin dondr molekiiliin emisyon spektrumu ile akseptor
molekiiliin absorpsiyon spektrumu birbiriyle o6rtiismelidir (Maria-Chantal Chirio-
Lebrun, 1998). Bu durum spektral ortiisme olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.2).

m—— Absorpsiyon Spektrumlan
Floresans Spektrumlan

Akseptor

Spektral
Ortitgme

Normalize Siddet

400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

350

Sekil 2.2. Spektral ortiisme grafigi (Hussain, 2019)

FRET, dondr grubun absorpsiyon ve akseptér grubun emisyon spektrumlari arasinda
onemli bir 6rtiisme oldugunda (> %30) ve uygun mesafede bulunan (genellikle 1-10nm)
iki florofor grup (dondr ve akseptor) arasinda meydana gelmektedir (Bajar vd., 2016b;
Piston ve Kremers, 2007). Bu durum FRET verimi (E) ile karakterize edilmektedir.
FRET E, belirli bir durumda donérden akseptor florofora enerji transferinin yiizdesini

belirtir ve asagidaki denklem ile kantitatif olarak tanimlanmaktadir (Bajar vd., 2016b).
E = Ro®%(Ra® + r)

Esitlikte; r, donor ve akseptor dipoller arasindaki mesafe; Ro, ise Forster sabiti olup,

FRET E’nin %50 verimlilikte oldugu mesafedir. Baska bir ifadeyle uyarilmis bir



dondriin enerjisinin yarisint FRET aracilign ile akseptore transfer ettigi mesafe olarak

tamimlanmaktadir (Bajar vd., 2016b).

FRET ciftlerinin verimini belirleyen kilit elemanlar; spektral ortigsme, dondr kuantum
verimi, akseptoriin ekstinksiyon (absorpsiyon) katsayisi, dalga boyu ve floroforlarin
mesafesi ve yoniidiir. Burada ifade edilen kuantum verimi, yayilan fotonlarin sayisinin,
absorplanan fotonlarin sayisina orani olarak tanimlanmaktadir. Ekstinksiyon katsayi ise,
bir kimyasal tiiriin veya maddenin, belirli bir dalga boyunda 15181 ne kadar giiclii

absorpladiginin bir 6lgtsidiir (Bajar vd., 2016b).

FRET verimliligini artirmak i¢in dondr grubunun, fotonlari absorbe etme ve foton
emisyonu konusunda yeterli olmalidir. Bu durum, donor grubunun yiiksek bir
ekstinksiyon katsayisina ve yiiksek bir kuantum verimine sahip olmasi ile miimkiindiir.
Ayrica, dondriin emisyonu ile akseptoriin absorpsiyon spektrumlarindaki ortiismenin
artmasi, dolayistyla enerji transferinin ve FRET verimliliginin artmasi anlamina

gelmektedir (Anonim, 2019).

FRET dondr ve akseptor dipoller arasinda 1-10 nm araligindaki mesafeye son derece
duyarli oldugu i¢in FRET tabanli biyosensorler protein-protein etkilesimleri,
proteinlerin konformasyonel degisiklikleri, hiicre i¢i iyon konsantrasyonlar1 ve enzim
aktiviteleri gibi molekiiler seviyede degisiklikler gosteren birgok biyokimyasal
aktiviteyi izlemek icin nano seviyede bir spektroskopik cetvel gibi kullanilabilmektedir.
FRET biyosensorlerinin  biyokimyasal testlere kiyasla avantaji, optik olarak
gerceklestirilmesiyle birlikte canli hiicrelere zarar1 olmayan ve minimal diizeyde invaziv
olarak gergeklestirilen bir goriintiileme aracidir (Bajar vd., 2016b). FRET biyosensorleri
iki floroforun ayni molekiile bagl olup olmadigina gore iki kategoriye ayrilmaktadir: 1.
Molekiil i¢i (intramolekiiler) tipte, dondr ve akseptor floroforlar ayni molekiile baglanur,
boylece molekilde meydana gelen konformasyonel degisiklikler FRET"
indiiklemektedir 2. Molekiiller arasi (intermolekiiler) tipte, donér ve akseptor floroforlar
farkli molekiillere fiizyon seklinde eklenir ve bagimsiz molekiiller birbirine ¢ok yakin

olduklar1 zamanda FRET olusumu meydana gelmektedir (Sekil 2.3) (Miyawaki, 2011).



Intermolekiiler biyosensorler, bilhassa hiicre i¢indeki protein-protein etkilesimlerinin
saptanmasindan kullanilmaktadir. Bununla birlikte, FRET'in o6l¢iilmesi i¢in dondr
floresanin FRET kanalina akisi ve akseptor floroforun eksitasyonunun dikkatlice
diizenlenmesi gerekir, bu durum rutin uygulamalar i¢in molekiiller arast FRET

biyosensorlerinin kullanimini zorlastirir (Aoki vd., 2012).
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Sekil 2.3. Farkli FRET biyosensorlerinin sematik gosterimi (Bajar vd., 2016b).

Molekiiller arasi tipin aksine, molekiil i¢i FRET biyosensdrlerinin kullanimi basittir.
FRET biyosensoriiniin ifadesi ve dondr ve akseptor floresan 1sima yapmas: FRET
gorlintiisiinii  elde etmek i¢in yeterlidir. Bununla birlikte, molekiil i¢ci FRET
biyosensorlerinin  gelistirilmesi  zahmetli bir istir ¢linkii cogunlukla protein
faaliyetlerinin izlenmesi i¢in sensor ve ligand domainleri (algilama birimi) ve dort
bilesenin sirasi, yani akseptdr, dondr, sensér ve ligand alanlarinin sirasi, yalnizca

deneme yanilma yoluyla optimize edilebilir (Aoki vd., 2012).



2.2. Biyosensor ve FP-FRET Temelli Biyosensorler

Biyosensor, molekiiler bir tanima olayini algilanabilir bir fizikokimyasal sinyale
doniistiiren ara¢ olarak tanimlanmaktadir. Genelde biyosensor, hedef biyolojik veya
kimyasal molekiil i¢in bir tanima elementi ve c¢ikis sinyali saglamak i¢in bir

doniistiiriiciiden olusmaktadir (Wang vd., 2009).

Cogu biyosensorde tanima elementi olarak, niikleik asitler (DNA, RNA) ve proteinler
kullanilmaktadir. Sensorlerde sinyal doniisiimii i¢in elektrokimyasal, optik, manyetik ve
termal algilamaya bagl bir¢ok algilama metodu gelistirilmistir. Bu metodlar igerisinde
optik olarak floresan teknigi ile algilama, yiiksek hassaslik, yiiksek 3 boyutlu
¢oziiniirliik ve diisiik maliyetten dolay1 oldukea ilgi cekmektedir (Wang vd., 2009).

FRET biyosensorlerinde, kiiciik organik boyalar, floresan proteinler ve kuantum
noktaciklar olmak tizere {i¢ ana tipte florofor kullanilmaktadir. Fakat floresan proteinler,
genetik olarak kodlanabildigi ve hiicrelerle uyumlu oldugundan dolay:r FRET temelli
biyosensorlerde florofor kaynagi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Buna karsilik,
organik boyalar ve kuantum noktaciklar, biyosensor alt birimlerine antikorlarin yardimi
olmadan etiketleme yetenegine sahip olmamasi nedeniyle yapilabilecek biyosensor

sayilarini sinirlamaktadir (Masharina vd., 2012).

Tim FRET biyosensorlerde, optimum FRET ciftlerinin (dondr ve akseptor floroforlar)
secilmesi, tasarlanacak biyosensorlerin performanst agisindan en onemli parametredir
(Piston ve Kremers, 2007). Floresan proteinler, dokuya spesifik promotorlar ile
kullanilarak yiiksek hiicresel 6zgiillik saglarlar, ayrica ilgili hiicre igi bolgelerin veya
yalnizca ilgili hiicre tiplerinin aktivitelerini rapor etmeye olanak saglayan hiicre ici
hedefleme sekanslari yardimiyla yiiksek hiicresel spesifiklige sahiptirler (Bajar vd.,
2016b).

FP-FRET biyosensorlerinin, viriis enfeksiyonu veya transfeksiyon araciligiyla in vitro
ve in vivo kosullarda hiicre igerisine girisinin kolay olmasina karsin, kimyasal boya
veya kuantum noktacik bazli FRET biyosensorlerinin hiicrelere girisinde birtakim
zorluklar bulunmaktadir. Ayrica, kimyasal boya veya kuantum noktacik temelli FRET
biyosensorleri canli hiicrelerde stabil degildir ve in vivo’da viicut tarafindan hizla

uzaklastirilabilirler (Masharina vd., 2012). Bununla birlikte, FP-FRET biyosensorleri,



FP'lerin yiiksek hiicre i¢i stabilitesi nedeniyle hiicrelerde uzun siire kalabilmektedir.
Ornegin, EGFP hiicrelerde 24 saatten daha uzun bir yar1 6émre sahiptir (Bajar vd.,
2016b). Ayrica, stabil hiicre hatlarinda eksprese edilen FRET biyosensorleri, yiiksek
verimli ila¢ taramasina olanak saglayan ve FRET goriintiillemede hiicre-hiicre canliligini
(cell-cell viability) azaltan antibiyotik direng varliginda kolayca elde edilebilir (Aoki
vd., 2012).

Gelistirilmis optik 6zelliklere sahip FP'lerin ¢esitliligi, yliksek FRET verimliligine sahip
FRET giftlerini olusturmak igin FP'lerin uyarlanmasini ve yiiksek hassaslikta FRET
biyosensorlerinin gelistirilmesini miimkiin kilmistir (Bajar vd., 2016b). Floresan
protein-FRET temelli biyosensorler, enzim aktivitesi, hiicre i¢i iyon konsantrasyonu,
konformasyonal degisimler, protein-protein etkilesimleri gibi biyokimyasal olaylarin
goriintiilenmesinde kullanilmaktadir (Bajar vd., 2016Db).

Genetik olarak kodlanabilen bu biyosensorler, plazmit DNA’nin transfeksiyonu ile
hiicrelere, dokulara ya da tiim organizmaya aktarilabilmektedir. Boyle bir biyosensor
yaklagiminin en biiylik avantaji non-invazif (miidahalesiz) bir metod olmasi ve
hiicrelere zarar vermemesidir. Ayrica floresan protein ailesinin ¢ogu durumda, konakg1
hiicreler igin toksik olmadigi gosterilmistir (Wang vd., 2009). Genetik olarak
kodlanabilen floresan protein temelli biyosensorler, zaman ve mekana ait veri akigini
koruyarak hiicre i¢indeki belirli biyokimyasal veya biyolojik tanima siireglerinin non-
invazif bir sekilde goriintiillenmesine olanak saglamaktadir (Ibraheem ve Campbell,
2010). Bu baglamda, floresan proteinler ve floresan temelli biyosensorler in vivo

uygulamalarda giiglii araglar haline gelmektedir (Wang vd., 2009).

2.3. Floresan Proteinler

Proteinlerin, hiicre igindeki ¢esitli biyokimyasal siireglerin diizenlenmesinde biiyiik rolii
olan, karmasik biyolojik molekiillerden biri oldugu bilinmektedir. Proteinlerin ana
karakteristik 6zelliklerinden biri, ¢esitli biyolojik molekiillere spesifik olarak ve yiiksek

afinite ile baglanmasidir (Wang vd., 2009).



Floresan proteinler, kendi polipeptid dizileri i¢inde 3 aminoasitlik bir sekans tarafindan
olusturulan kromofor yapisina sahip olup, yapisal olarak birbirine benzeyen, protein
sinifinin iyeleridir. Kromofor yapisina bagl olarak her floresan protein, bir uyarma
(excitation) ve emisyon dalga boyuna sahiptir. Farkli dalga boylarinda floresan 1sik
yayan, ¢ok sayida floresan proteinler bilinmektedir.

GFP (Green Fluorescent Protein) kesfedilen ilk floresan protein olarak bilinmektedir.
Osamu Shimomura tarafindan deniz anasi Aequorea victoria'dan izole edilerek, bu
proteinin ultraviyole 151K altinda yesil renkte parladigi kesfedilmistir. Martin Chalfie,
deneylerinden birinde Caenorhabditis elegans canlisina ait alti ayri hiicreyi GFP
yardimiyla renklendirerek, GFP'nin ¢esitli biyolojik olaylarda floresan etiket olarak
kullanilmasimin miimkiin oldugunu géstermistir. Roger Y. Tsien, yesilin 6tesine gegerek
farkli renklerde floresan proteinleri gelistirmigtir. Bu durum, bilim insanlarinin ayn
anda birkag farkli biyolojik siireci takip etmelerine olanak saglamistir (Wang vd., 2009).
Shimomura, Chalfie ve Tsien yaptiklari ¢alismalardan dolay1 “yesil floresan proteininin
kesfi ve gelisimi” i¢in 2008’de Kimya dalinda Nobel Odiilii almislardir (Hochreiter vd.,
2015).

Genetik olarak kodlanabilen bir etiket olan GFP, canli hiicrelerdeki ve organizmalardaki
yapilarin ve siireglerin dogrudan goriintiilenmesini saglayan benzersiz bir ara¢ haline
dontigmustiir (Chudakov vd., 2010). Daha sonra, GFP benzeri floresan proteinlerin
yapisina, biyokimyasina ve biyofizigine yogun bir ilgi ortaya ¢ikmustir. Bu durum,
floresan proteinler ile bunlarin molekiiler ve hiicre biyolojisindeki temel problemleri
¢ozme konusundaki uygulamalarin, konuya iligkin bilimsel yaymlarin artmasina yol
acmustir (Chudakov vd., 2010).

2.3.1. Floresan proteinlerin bashca ézellikleri

Floresan parlaklik

Parlaklik, floresan proteinlerin en Onemli o6zelliklerinden biridir. FP'nin yiiksek
parlakligi, genellikle hiicre biyolojisi uygulamalari i¢in ek bir avantajdir. Tanim olarak,

FP'nin molekiiler parlakligi, in vitro olarak Olgiilen bir molar soniim katsayisi ve



kuantum veriminin Uriiniidiir. Soniim katsayisi, dalga boyunun bir fonksiyonu oldugu
igin, bir FP'nin etkin parlakligi uyarilma 1s18inin dalga boyuna baghdir. Ayrica etkili
parlaklik, floresani tespit etmek i¢in kullanilan emisyon filtre setleri ile belirlenmektedir
(Piatkevich ve Verkhusha, 2011). FP'ler genellikle hiicre iginde eksprese edilerek
hiicrelerin gorsellestirilmesini saglar. In vitro kosulda 6lgiilen bir floresan proteinin
parlakligi, her zaman canli hiicrelerde go6zlenen gercek parlakligina karsilik
gelmemektedir (Kremers vd., 2007). In vivo parlaklik, spektral 6zelliklerin disinda,
ekspresyon hiicre tipine, ekspresyon verimine, mRNA ve protein stabilitesine, kromofor
olgunlasmasinin hizina ve fiizyon protein partneri gibi bir dizi parametreye baglidir. Bu
nedenle, hiicrelerle ilgili belirli bir uygulamada en iyi FP'yi segmek igin, teorik bilgiler
esas alinarak davraniglarini tahmin etmek imkansiz oldugu i¢in, optimal birka¢ adayin

taranmasi tavsiye edilmektedir (Piatkevich ve Verkhusha, 2011).

Olgunlasma: Protein katlanmasi ve kromofor olusumu

Floresan protein olgunlasmasi, protein katlanmasi ve kromofor olusumunu igeren iKi
ardisik adimdan meydana gelmektedir. Bilinen tiim FP'lerin {iglinciil yapisi, ¢oziicii
molekiillerin kromofor soniimlemesini onlemek igin, 11 adet ‘B-levha’ ile siki bir
sekilde Oriilmiis olduk¢a korunakli bir yapiya sahiptir. GFP benzeri floresan
proteinlerinin temel 6zelligi, proteinin floresan 6zelliklerinden sorumlu olan kromofor
olusumunun herhangi bir kofaktdr veya enzime ihtiyag duyulmaksizin, sadece
molekiiler oksijen gerektirmesidir. Kromofor, FP'nin i¢ amino asit rezidiilerini igeren
birka¢ ardisik otokatalitik reaksiyonun bir sonucu olarak tretilmektedir. 1999’da ilk
kirmiz1 floresan protein klonlanmis olmasina ragmen, yakin zamana kadar kirmizi
kromofor olusumunun gercek mekanizmasit ortaya c¢ikarilamamistir. RFP  (red
fluorescent protein)'lerin post-translasyonal modifikasyonlarinin GFP'lerden daha
karmasik oldugu ve her zaman kirmizi kromofor olusumuna yol agmadigi gosterilmistir

(Piatkevich ve Verkhusha, 2011).

Floresan bir proteinin olgunlagma siiresi, dakikalar icinde tamamlanirken bazilar1 i¢in
bu durum saatler almaktadir. Floresan proteinin hizli olgunlagsmasi, promotor

aktivasyonu ve translasyonel olaylarin tespit edilmesini saglarken, yavas olgunlasan
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FP'ler olduk¢a sinirli sayida uygulamalara sahiptir (Piatkevich ve Verkhusha, 2011).
Olgunlasma kinetigi, genellikle anaerobik kosullar altinda ekspresyondan sonra, hizli
bir sekilde saflastirilmis floresan proteinler kullanilarak Sl¢tilmektedir (Merzlyak vd.,
2007). Alternatif olarak olgunlagsma, floresan protein ekspresyonunun indiiklenmesinden
sonra yasayan bakterilerde goriintiilenmektedir (Kremers vd., 2007). Ayrica in vivo’da
tiretilen bir floresan proteinin olgunlasma oraninin ve verimliliginin; oksijen
konsantrasyonuna, sicakliga, eksprese edilen hiicrenin tipine ve fiizyon protein ortagina
bagli oldugu bilinmektedir (Piatkevich ve Verkhusha, 2011).

Oligomerlesme ve sitotoksisite

FP'lerin oligomerizasyonu ve sitotoksisitesi hiicre biyolojisinde kullanimlar1 agisindan
onemli bir konudur. Protein dizisine ve hiicresel ortama bagli olarak, FP'ler farkli
derecelerde kuarterner yapi gosterebilmektedir. Ayrica daha karmasik yapida olan
Anthozoan kaynakli floresan proteinler spesifik olmayan yiiksek dereceli agregatlar
olusturabilmektedir. Bu, proteinin oligomerizasyon ve agregat olusturma egilimi ile
hedef proteinlerin yanlis konumlandirilmasina, fonksiyonlarinin bozulmasina, sinyal
kaskadlarmin karigsmasina ve hiicre toksisitesine neden olmaktadir (Piatkevich ve
Verkhusha, 2011). Genellikle hiicrelerde parlak floresan noktalara ve yiiksek
sitotoksisiteye neden olan RFP'lerin agregasyonu, pozitif ve negatif yiiklii ylizeyler
arasindaki elektrostatik etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. FP'lerin makromolekiiller
ile arasindaki etkilesimler, proteinin N-terminaline yakin pozitif yiikli amino asit
kiimesinin, negatif yiikli veya notr kalintilarla degistirilmesiyle Onemli Olciide
azaltilmaktadir (Yanushevich vd., 2002). Floresan proteinin N- ve C- terminal uglarda
yapilan optimizasyon ¢alismalari ile RFP’lerin sitotoksisitesi 6nemli 6l¢iide azaltilmistir

(Strack vd., 2008).
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Mutagenez yoluyla dogal tip RFP'lerin  monomerlestirilmesi, tetramer olusturma
yeteneginin kaybi ile; floresan parlakliginin ve protein olgunlasma oranlarinin énemli
Ol¢iide azalmasina neden olmaktadir (Campbell vd., 2002; Kredel vd., 2009). Fiizyon
yapilar i¢in kullanilacak floresan proteinler, hedeflenen proteinin fonksiyonu ve
lokalizasyonu ile etkilesimini en aza indirmek igin monomerik yapida olmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte, tetramerik ve dimerik FP'ler hiicrelerin ve organellerin

liimen bosluklarinin etiketlenmesi igin uygundur (Piatkevich ve Verkhusha, 2011).

pH stabilitesi

Floresan proteinler, genis bir pH araliginda kararlidir. Bu nedenle hizli denatiirasyon ve
kromofor degradasyonu ancak 2'nin altinda ve 12min iizerindeki pH degerlerinde

gozlenmektedir. Oligomerizasyon, FP'lerin genel pH stabilitesini arttirma egilimindedir

(Vrzheshch vd., 2000).

Bununla birlikte, FP'lerin spektroskopik o6zellikleri, fizyolojik pH araligindan
etkilenebilir. Bir floresan proteinin, floresan maksimum degerinin yarisina esit oldugu
pH degeri, pKa olarak belirtilir ve floresan proteinlerin pH stabilitesi karsilastirmalari
icin kullanilmaktadir. Bugiine kadar gelistirilen RFP'lerin ¢ogunlugu, 4.0 ile 6.5
arasinda degisen belirgin bir pKa degerine sahiptir. Ote yandan, golgi, endozomlar,
lizozomlar, salg: graniilleri ve diger asidik organellerde floresan proteinlerin kullanimi
ve goriintiileme agisindan yiiksek pH stabilitesi onemli bir avantajdir (Hanson vd.,
2002).

Fotostabilite

Tiim organik floroforlar, uzun siireli aydinlatma sirasinda geri doniisiimsiiz foto-
beyazlatma (foto agartma) islemine maruz kalmaktadir (Shaner vd., 2008). Literatiirde
‘photobleaching’ (foto agartma) terimi, bir floresan boya veya florofor molekiiliiniin
belirli bir siire floresan 151k yaydiktan sonra meydana gelen fotokimyasal degisim olarak
bilinmektedir. Floresan proteinlerde foto-agartma siireci, birgok kiiciik molekiilli

boyadan ¢ok daha yavas bir oranda gerceklesmektedir. EK olarak, farkli floresan
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proteinler arasinda hatta ¢ok benzer optik 6zelliklere sahip FP'ler arasinda bile foto-
agartma oraninda onemli farkliliklar s6z konusudur. Smirli sayida goériintii gerektiren
deneylerde (yaklasik 10 veya daha az), fotostabilite genellikle 6nemli bir faktor degildir,
ancak en fotostabil proteini segmek, ayni hiicre veya alanin ¢ok sayida goriintiisiinii

gerektiren deneylerde kritik 6neme sahiptir (Shaner vd., 2008, 2005).

Niikleotid ve aminoasit sekansinin optimizasyonu

Floresan proteinlerin orijinal kaynagi olan denizanasi ve mercanlar, DNA kodon
kullanimi1 bakimindan memelilerden farklidir. Kodon optimizasyonu ile bir FP'nin,
memeli hiicrelerinde ekspresyonu gelistirerek, floresan sinyal Onemli Olgiide
arttirtlmaktadir (Zolotukhin vd., 1996). Kodon kullanim analizi (EXPASY) ve mRNA
yap1 tahmini (Zuker, 2003) i¢in mevcut yazilimlar, model organizma veya belirli hiicre
tiplerinde FP ekspresyonunun optimizasyonu i¢in kullanilmaktadir (Piatkevich ve
Verkhusha, 2011).

Bir FP'nin amino asit dizisinin, Ozellikle protein katlanmasinda amino asit dis
kalintilarinin ve N- ve C-terminaldeki amino asit igeriginin analizi, FP fiizyon
yapilarinin yanlig lokalizasyonunun Onlenmesine yardimci olmaktadir. Dis Sistein
kalintilar1 ve N-glikozilasyon bolgeleri, endoplazmik retikulumdaki oligomerizasyon
nedeniyle FP fiizyonlarinin yanlis katlanmasina ve yanlis lokalizasyona neden
olmaktadir (Jain vd., 2001). istenmeyen FP fiizyon davramisi, tiim dis sisteinlerin ve
glikozilasyon bdlgelerinin yer degistirilmesi ve hedefleme domainlerinin kesilmesi ile
ortadan kaldirilmaktadir (Piatkevich ve Verkhusha, 2011).

2.3.2. Yesil floresan protein ve varyantlari

Bilinen floresan proteinlerden ilki olan, yesil floresan protein (Green fluorescent
protein-GFP) 1962’de Shimomura tarafindan kesfedilerek, Aequorea Victoria
denizanasindan izole edilmistir (Shimomura vd., 1962). GFP’nin kristal yapisi,
merkezinde bir a-heliks ve etrafinda 11 adet B-kirmali tabaka ile gevrelenen silindir

benzeri bir protein oldugu gosterilmistir (Orm vd., 1996; Yang vd., 1996). Floresan
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proteinlerin silindirik yapilarindan dolayr 1s1l ve kimyasal denatiirasyonun yani sira
proteolizise kars1 direngli oldugu bilinmektedir (Chudakov vd., 2010). Floresan protein
iyelerinin hemen hemen hepsi bu genel 3 boyutlu yapiy1 paylasmaktadir (Sekil 2.4).
Dogal GFP proteinin yaklasik olarak 30 kDa oldugu SDS-jel elektroforez yontemi ile
tespit edilmistir (Prendergast ve Mann, 1978). A. Victoria'dan elde edilen yesil floresan
protein 238 amino asit icermektedir (Prasher vd., 1992). Prasher ve arkadaslari
tarafindan GFP geni ilk kez 1992’de klonlanmistir. Daha sonra, E. coli bakterisinde
GFP geninin ekspresyonu gerceklestirilmistir (Inouye ve Tsuji, 1994). Ayn1 zamanda,
yapilan bir ¢alisma ile GFP’nin in vivo uygulamada floresan bir etiket olarak kullanim1
gosterilmistir (Chalfie vd., 1994).

Green Fluorescent Protein
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Figure 1

Sekil 2.4. Yesil floresan proteinin yapisi (Piston vd., y.y.)

GFP proteini merkezinde bulunan Ser65-Tyr66-Gly67 aminoasitlerinden (trimer=iiglii
yap1) olusan bir kromofora sahiptir (Prasher vd., 1992). Kromofor; floresan
proteinlerde, floresan isimanin meydana gelmesinden sorumlu bdélgedir. Kromofor
polipeptid igindeki Ser-dehidroTyr-Gly rezidiilerinin siklizasyonu ile olusmaktadir
(Cody vd., 1993). GFP, goriiniir floresan isimasini Ser65, Tyr66 ve Gly67’nin
siklizasyonu ve tirozin aminoasidinin 1,2-dehidrojenasyonu ile olusturulan bir p-
hidroksibenzilendiimidazolinon  kromoforuna  bor¢ludur.  Kromofor  olusum
mekanizmasindaki son adimi, atmosferik oksijen tarafindan, Try66 aminoasidinin
hidrosibenzil yan zincirinin oksidasyonu ile sonuglanmaktadir (Sekil 2.5) (Cubitt vd.,
1995).
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Sekil 2.5. GFP kromoforunun olusum mekanizmasi (Cubitt vd., 1995)

GFP benzeri proteinlerin kromoforlarinin arastirilmasina biiylik ¢abalar sarf edilmistir.
Bu caligmalar ile kromoforlarin kimyasal yapilari agiga ¢ikarilmistir, ayrica
olusumlarinin genel mekanizmalar1 hakkinda fikirler ortaya konulmustur. Bununla
birlikte, daha karmasik yapidaki kirmizi floresan proteinlerden bahsetmeksizin, en ¢ok
calisilan GFP kromoforu i¢in bile, kromoforun olgunlagmasi sirasinda gergeklesen

molekiiler olaylarin tam dizisi hala aktif bir tartigma konusudur (Chudakov vd., 2010).

Kromofor, floresan proteinlerin tartismasiz en ilging kismidir. Pigmentlerin biyosentezi
yaygin olarak, birka¢ spesifik enzim tarafindan katalize edilen ve diisiik molekiilli
substratlart ve kofaktorleri igeren ¢oklu ardigik reaksiyonlar yoluyla meydana
gelmektedir. Aksine, floresan proteinler, molekiiler oksijen diginda herhangi bir harici
kofaktor ve substrat olmaksizin kendi i¢ amino asitlerini modifiye eden essiz bir
“enzim” olarak hareket etmektedir. Bu ozellik, hemen hemen her heterolog sistemde
ekspresyon sonrasi floresan kabiliyeti kazanarak floresan proteinlerin tiim pratik

kullanimlarinin temelini olusturmaktadir (Chudakov vd., 2010).

Dogal kaynakli GFP proteini, yardimci bir faktorlere ihtiyag duymaksizin, 395 nm’de
uyarilma iizerine 508 nm’de maksimum emisyon vermektedir (Sekil 2.6) (Heim vd.,
1994).
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Sekil 2.6. GFP’nin uyarilma ve emisyon dalga boyu (Chalfie vd., 1994)

GFP proteinin spektral 6zellikleri yapilan mutasyon ¢aligmalariyla degistirilmistir. GFP
kromoforundaki Tyr66 aminoasidinin His, Trp veya Phe aminoasitleri ile yer
degistirilerek modifiye edilmesi sonucu; mavi, turkuaz, yesil ve sar1 renkte bir dizi
floresan proteinler gelistirilmistir (Sekil 2.7) (Chudakov vd., 2010).

Sekil 2.7.Yesil floresan protein varyantlari (Shaner vd., 2011)



Genel olarak, dalga boyuna 6zgii mutasyonlar, kromofor igceren merkez sarmalin
yakininda meydana gelirken, sekans boyunca katlanma mutasyonlar1 da meydana
gelmektedir. Sekil 2.8’de GFP proteinine ait mutasyon haritasinda yapilan degisiklikler
sonucu fotostabilite, oligomerizasyon, pH duyarliligt ve olgunlasma oranlari
bakimindan farklilik gosteren yeni floresan protein varyantlari tasarlanabilmektedir
(Shaner vd., 2011). Yabanil tip GFP iizerinde yapilan mutasyon calismalar ile once
Clover varyanti sonrasinda ise monomerik yapidaki mClover3 gibi daha parlak ve

fotostabil yesil floresan proteinler gelistirilmistir (Bajar vd., 2016a).
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Sekil 2.8.Yesil floresan proteinine ait mutasyon haritasi (Shaner vd., 2011)

Floresan proteinler, canli hiicrelerde ve organizmalarda gen triinlerini ve hiicreye ait
boliimleri  gorsellestirmek  igin  genetik  olarak  kodlanmis etiketler —olarak
kullanilmaktadir. Yayilan sinyalleri (floresan emisyon) iyilestirmek ve ¢ok yonlii
araclar haline getirmek i¢in, farkli spektral ve fotofiziksel Gzelliklere sahip cesitli
floresan protein varyantlar1 gelistirilmistir. Bu farkli floresan varyantlarinin ¢ogu

A.victoria kaynakli protein iskeletinden tiiretilmistir (Hostettler vd., 2017).
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Fakat A.victoria disinda farkli organizmalardan da floresan proteinler gelistirilmistir.
Shaner ve ark. tarafindan Branchiostoma lanceolatum canlisindan tetramerik yapidaki
sar1 floresan protein (LanYFP) elde edilmistir ve bu proteinden daha sonra monomerik

yapida mNeonGreen proteini gelistirilmistir (Shaner vd., 2013).

mNeonGreen proteini 506 nm’de uyarma ve 517 nm’de emisyon dalga boylarina
sahiptir. mNeonGreen, yesil renkte floresan 1sima yapmasi Ve monomerik yapisi
bakimindan, GFP kaynakli Clover ve mClover3 varyantlarina benzemektedir. Bununla
birlikte, mNeonGreen, listlin fotostabilite (hem genis alan hem de lazer aydinlatmasi
altinda Clover'dan ~3 kat daha yiiksek), gelismis asit tolerans: ve daha hizli olgunlasma

acisindan onemli avantajlara sahiptir (Shaner vd., 2013).

mNeonGreen, bakteriyel ve okaryotik hiicreleri igeren ayrica fareler dahil olmak {izere
cesitli organizmalarda biyolojik siiregleri arastirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Stockmar vd., 2018). mNeonGreen gelistiricileri, siiper ¢O6ziiniirlikli PALM
(Photoactivated localization microscopy) mikroskobu i¢in kullanimini ve PALM igin
diger yesil floresan proteinlere gore gelistirilmis performanslarini gostermis olsalar da,
mNeonGreen, genellikle kirmim sinirlt mikroskoplar (diffraction-limited microscopies)
tarafindan kullanilmaktadir (Stockmar vd., 2018).

mNeonGreen’it PALM i¢in gelecek vaat eden bir secenek haline getiren en Onemli
ozelliklerinden bazilari, 151k varlig1 veya yogunlugundaki degisikligi algilama kapasitesi
(photo-switch 6zelligi), yiiksek parlaklik, yiiksek fotostabilite ve proteinin olgunlagsma
stiresinin kisa olmasidir. Olgunlagma siiresi bakteri ve maya gibi hizli bdliinen

organizmalarda siiregleri incelemek i¢in 6nemli bir 6zelliktir (Stockmar vd., 2018).

mNeonGreen'i memeli hiicrelerinde daha etkili kullanmak i¢in, verimli ekspresyon elde
etmek Onemlidir. Daha Once yapilan ¢aligmalarda, mNeonGreen cDNA’sinda,
H.sapiens’te nadiren kullanilan en az yedi kodon tespit edilmistir, yapilan kodon
optimizasyonu ve gerekli calismalar ile bu proteinin memeli hiicrelerinde kullanilarak,

biyolojik olaylarin analizi i¢in daha yararli hale getirilmistir (Tanida-Miyake vd., 2018).
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2.3.3. Kirmuza floresan protein ve varyantlar

Yaygin olarak arastirilan mercan kaynakli ilk floresan protein Discosoma striata’dan
izole edilmistir ve baslangi¢ta drFP583 olarak adlandirilmistir, ayn1 zamanda ilk kirmizi
floresan protein oldugundan DsRed olarak da bilinmektedir (Matz vd., 1999). DsRed
proteini, 28 kDa agirliginda olup kromofor bolgesinin sekansi GIln66-Tyr67-Gly68
aminoasitlerinden olusmaktadir (Matz vd., 1999). Yapilan g¢esitli tekniklerle dogal
DsRed’in tetramer yapi1 olusturdugu gosterilmistir ayrica tetramer yapiy1 olusturan her
bir monomer, GFP ile ayni1 molekiil yapisini paylagsmaktadir (Sekil 2.9) (Yarbrough vd.,
2001).

-« Hydrophilic
interface

Hydrophobic
interface

Sekil 2.9. DsRed tetramerinin genel yapis1 (Chudakov vd., 2010).
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Bu floresan protein tamamen olgunlastiginda, uyarilma spektrumunun 558 nm ve

emisyon spektrumunun 583 nm oldugu bilinmektedir (Sekil 2.10) (Gross vd., 2000).
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Sekil 2.10. DsRed’in uyarilma ve emisyon dalga boyu (Baird vd., 2000)

Kirmiz1 floresan proteini DsRed, kiiltiire edilmis hiicre ve organizmalarin ¢ok renkli
etiketlenmesi, floresan rezonans enerji transferi kullanilarak protein-protein
etkilesimleri ve hiicre i¢i olaylarin goriintiilemesinde mevcut GFP proteini ile birlikte
kullanimi i¢in uygun spektral 6zelliklere sahiptir (VVrzheshch vd., 2000). Ancak dogal
tip DsRed, olgunlagma siiresinin uzun olmasi, ¢ogu zaman toksik ve zayif ¢oziiniirlik
gibi dezavantajlara sahiptir. Bu durum, rastgele ve yonlendirilmis mutagenez
caligmalar1 ile dogal proteinden 10-15 kat daha hizli olgunlasan DsRed varyantlar
gelistirilmistir (Bevis ve Glick, 2002). DsRed proteinine ait mutasyon haritas1 Sekil
2.11’de gosterilmistir. Ek olarak, DsRed2 varyant1 ile peptidin amino terminalinde
bazik amino asit kalintilarinin ortadan kaldirilmasi ile proteinin fiizyon yapilarinda

olusabilecek agregat olusturma egilimini azaltilmistir (Bevis ve Glick, 2002).
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DsRed derivative mutation map

Sekil 2.11. DsRed mutasyon haritas1 (Shaner vd., 2011)

Ayrica, tetramerik yapida olan DsRed, yapilan ¢aligmalarla mMRFP1(monomerik kirmizi
floresan protein) olarak adlandirilan monomerik varyanti gelistirilmistir. Bu 6zellik
sayesinde, proteinin olgunlasmasi hizlandirilmis olup fotostabilitesi arttirilmistir.
Boylece mRFP1 fiizyon protein yapilar1 ve GFP ile birlikte ¢ok renkli etiketlemeler i¢in
en uygun kirmizi floresan protein haline gelmistir (Campbell vd., 2002). Yapilan
calismalar ile mRFP1'den daha fotostabil, N-terminal flizyonlara daha toleransh ve daha
kisa siirede olgunlasan farkli renklerde mononerik kirmizi floresan varyantlari
gelistirilmistir. Bu kirmiz1 floresan varyantlari, floresan miktarinin verimi, parlakligi ve

spektral 6zellikleri bakimindan birbirinden farklidir (Sekil 2.12) (Shaner vd., 2004).
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Sekil 2.12. Yeni RFP varyantlari. Floresan proteinlerin uyarma (a) ve emisyon (b)
egrileri, Saflastirilmig proteinlerin (soldan saga, mHoneydew, mBanana, mOrange,
tdTomato, mTangerine, mStrawberry ve mCherry) goriiniir 1s1k altinda (c) ve 480-560
nm’de uyarilma sonucu olusan floresan goriintiisii (d) (Shaner vd., 2004)

Gelistirilmis kirmizi floresan varyantlarn

mFruits (Shaner vd., 2004), mKO, TagRFP ve mKate gibi birinci nesil monomerik
RFP'ler, protein lokalizasyonu, canlilik ve etkilesimler igin isaretleyiciler olarak
basariyla kullanilmaktadir. Ne yazik ki, smirli parlaklik ve proteinlerin diisiik
fotostabilitesi uygulamalar1 engellemektedir. Bu nedenle, son zamanlarda, bu proteinleri
temel alarak, arttirilmis parlaklik ve fotostabiliteye sahip bir dizi FP gelistirilmistir. Tim
RFP'ler floresan emisyon maksimumuna gore, turuncu (550-590 nm emisyon), kirmizi
(590-630 nm emisyon) ve koyu kirmizi (630 nm’den yiiksek emisyon) olmak tizere 3

gruba ayrilmaktadir (Piatkevich ve Verkhusha, 2011).

Turuncu floresan proteinler

Son zamanlarda, potansiyel olarak yararli birka¢ turuncu floresan protein (OFP) ¢esitli
Anthozoan FP'lerden tiiretilmistir. Bugiine kadar mevcut en parlak monomerik OFP,
yedi mutasyon ekleyerek mKO'dan tiiretilen mKOx(mKusabira Orange kappa)'dir
(Karasawa vd., 2004).
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mKOx proteini, mKO onciiliine gore gelistirilmis pH stabilitesi ve olgunlasma oranina
sahiptir.,. mKOk'mun ark lambasi aydinlatmasi altinda fotostabilitesi, popiiler
mCherry’den yaklasik ti¢ kat daha diisiiktiir, ancak lazer aydinlatmasi altinda her ikisi
de benzer sekilde 6zellik gostermektedir (Sakaue-Sawano vd., 2008). Ayrica, mKOx bir
FRET alicis1 olarak basartyla kullanilmistir (Tsutsui vd., 2008). Son olarak, mKO
flizyonlarinin zayif lokalizasyonu, gelistirilmis mKOx ile degistirilerek giiclendirilmistir

(Piatkevich ve Verkhusha, 2011).

EqFP578 proteininin bir dizi monomerik RFP i¢in oldukga potansiyel bir dncii oldugu
ortaya ¢ikmistir. Ardindan eqFP578'in kapsamli mutajenezi sonucu, parlak monomerik
floresan protein TagRFP gelistirilmistir (Merzlyak vd., 2007). Yiiksek parlaklik ve hizli
olgunlagsmaya ek olarak, TagRFP iyi pH stabilitesine sahiptir ve farkl: hiicre tiplerinde
cesitli proteinler ic¢in iyi bir fiizyon ortag1 olarak performans gostermektedir.
TagRFP'nin dezavantaji, ark lambas1 ve lazer aydinlatmasi altinda diisiik fotostabiliteye
sahip olmasidir (Piatkevich ve Verkhusha, 2011). Yapilan ¢aligmalar ile TagRFP ve

mOrange'nin fotostabilitesini 6nemli 6l¢lide arttirilmistir (Shaner vd., 2008).

Ek olarak, DsRed-Express2 ve E2-Orange olarak adlandirilan DsRed'in gelistirilmis
tetramerik versiyonlar1 gelistirilmistir. Bu FP'ler, tiim hiicre etiketlemesi i¢in veya gen
aktivitesinin izlenmesi i¢in raportér markerler olarak stabil hiicre hatlar1 ve transgenik
hayvanlarda ekspresyonu daha g¢ekici kilan minimum sitotoksisite ve yiiksek
olgunlagsma oranlart saglamaktadir. DsRed-Express2 ve E2-Orange'in memeli
hiicrelerine gore sitotoksisitesi, genel olarak gelistirilmis GFP ile ve fotosel 6zellikleri
bakimindan bir¢ok gelismis RFP ile karsilastirilabilir durumdadir. Bununla birlikte,
proteinlerin tetramerik durumu, fiizyon proteinlerinde kullanimini kisitlamaktadir. Fakat
akis sitometresinde (flow cytometry) DsRed-Express2 ve E2-Orange'in EGFP ile ayni
anda kullanim1 gosterilmistir (Strack vd., 2009, 2008).

Turuncu floresan proteinlerden tdTomato proteini halen gelistirilen en parlak kirmizi
floresan varyanti olup yiiksek fotostabilite ve iyi olgunlasma oranina sahiptir. Bunun
yaninda tdTomato, hiicre ve organellerin etiketlenmesinde basartyla kullanilabilirken
proteinin dimer yapisindan dolay1 hedef proteinin islevini bozabilmektedir (Piatkevich
ve Verkhusha, 2011).
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Kirmizi floresan proteinler

EqFP611 olarak adlandirilan yabani tip kirmizi floresan proteininin siirekli ve yogun
optimizasyonu sonucu parlak monomerik mRuby protein gelistirilmistir (Kredel vd.,
2009). Cogu flizyon yapida iyi performans ve asitli ortamlara karsi direngli olmasi,
mRuby'yi bir¢ok hiicre biyolojisi uygulamasi i¢in yararh kilmaktadir. mRuby, memeli
hiicrelerinde peroksizomlarin ve endoplazmik retikulumun goériintiilenmesinde etkili bir
isaretleyici haline donilismiistiir. mRuby'nin bir bagka avantaji, akis sitometri analizorleri
ve FACS (Floresan aktive edilmis hiicre siralama) cihazlariyla floresansinin daha iyi
tespit edilmesini saglayan uyarma ve emisyon spektrumlar arasinda (Stokes kaymas1 47
nm) bir ayrima sahip olmasidir. mRuby, mCherry ve mStrawberry, iistiin olgunlagma
oranlarma sahip olup memeli hiicrelerinde iyi parlaklik sergilemektedir. Kirmizi
varyantt olan mRaspberry’nin floresan spektrumu, turuncu floresan proteinler ile iyi bir

spektral ayrilmaya izin vermektedir (Wang vd., 2004).

mRuby?2, yiiksek kuantum verimi, genis Stokes kaymasi, hizli olgunlasma ve yliksek
fotostabilitesi nedeniyle GFP-RFP FRET ciftleri i¢in uygun bir akseptor floroforu
oldugu bilinmektedir (Lam vd., 2012). mRuby2 floresan proteini iizerinde
gerceklestirilen mutasyon ¢alismalar1 sonucu mRuby3 gelistirilmistir. mMRuby3 proteini
sirastyla 558 ve 592 nm'de uyarma ve emisyon maksimumuna sahiptir. mRuby3
floresan proteini mRuby2’ye kiyasla %35 daha parlak hale getirilmistir. Ayrica mRuby3
floresan proteini, ark lambasi aydinlatmasi altinda 349 sn’lik yarilanma dmriine sahip
olmasiyla mRuby2 (123 sn.) ve TagRFP-T (337 sn.) proteinlerine gore daha fotostabil
oldugu gosterilmistir. mRuby3, mRuby2'ye kiyasla karsilagtirilabilir asit toleransi
sergiler, pKa 4.8'dir. Bu sonuglar mRuby3'in bugiine kadar agiklanan en parlak ve en
fotostabil monomerik RFP oldugunu gdstermektedir. mRuby3'iin daha yiiksek parlaklik
tirettigi ve mRuby2'den daha verimli bir FRET alicis1 olarak islev gordiigii memeli

hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Bajar vd., 2016a).

Bajar ve ark. tarafindan, mClover3-mRuby3 veya mNeonGreen-mRuby3 ciftinin,
kiiltiire edilmis hiicrelerde kullanildiginda fotostabilite, parlaklik ve FRET dinamik
aralif1 agisindan en iyi se¢imlerden biri oldugu ortaya konulmustur. Kirmizi floresan
protein varyantt olan mRuby3 ise dnceki tiirevlerine gore %200 oraninda daha fotostabil

ve %35 oraninda daha parlak hale getirilmistir (Bajar Bryce T. ve ark. 2016).
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Son zamanlarda, geleneksel FP'lere dayanarak, cyan (mavi-yesil) veya mavi 1sikla
verimli bir sekilde uyarilabilecek c¢esitli turuncu ve kirmizi floresan proteinler
gelistirilmistir. Genis Stokes kaymasina (LSS) sahip (140 nm'den fazla) turuncu ve
kirmiz1 floresan proteinler, 6zellikle ¢ok parametreli akis sitometrisi i¢in ek turuncu ve
kirmizi renkler olarak umut vermektedir. mKeima olarak adlandirilan ilk LSS-RFP, ¢ok
renkli iki foton mikroskobu ve floresan ¢apraz korelasyon spektroskopisine
uygulanmistir. Fakat diisiik parlaklik ve floresanin giiclii pH bagimliligi, proteinin
uygulamalarin1 kisitlamaktadir (Piatkevich ve Verkhusha, 2011). Keima orneklerinde
geleneksel kirmizi floresanli (584 nm’de uyarma pikine sahip olanlar) tiirlerin varligi,
yaygin RFP'lerin mKeima ile es zamanli olarak ¢ok renkli goriintiilenmesini
engellemektedir. Kirmiz1 6tesi protein mKate'den tiiretilen LSSmKate2, mKeima'dan
daha parlaktir ve fizyolojik kosullarda spektral 6zellikleri neredeyse pH'dan bagimsiz
davranig gostermektedir (Piatkevich vd., 2010). LSSmKate2’nin pKa degeri 2.7 olup
bugiine kadar rapor edilen tim RFP'ler arasinda pH’ya karsi en stabil olan proteindir
(Piatkevich ve Verkhusha, 2011).

Koyu kirmizi floresan proteinler

Arastirmacilar, biyomedikal arastirmalarda, doku ve tim viicudu goriintiileme
uygulamalarin1 daha ¢ekici hale getirebilecek, diger RFP'lere gore istiinliiklerinden
dolay1, koyu kirmizi FP'lere ilgi gostermektedir. Bu floresan proteinler, ¢ok renkli
mikroskopi ve canli hiicrelerin akis sitometrisi i¢in OFP'ler ve RFP'ler ile birlikte
kullanilabilmektedir. Monomerik koyu kirmizi1 FP'ler, giiglii otofloresan kosullarda bile
hiicresel proteinleri etiketlemek icin tercih edilen proteinlerdir (Piatkevich ve
Verkhusha, 2011).

Yabani tip eqFP578 proteinden birka¢ koyu kirmizi FP elde edilmistir. Bunlardan biri,
eqFP578 geninin rastgele mutagenezi sonucu elde edilen dimerik yapidaki Katushka
floresan proteinidir. MKate olarak adlandirilan Katushka'nin monomerik bir versiyonu,
fizyolojik aralikta floresanin yiiksek pH duyarlilig1 ve kantitatif analizi zorlastiran zayif
fotoaktivasyon sergilemektedir. Daha sonra mKate'nin rastgele mutajenezi sonucu

parlakligini, fotostabilitesi ve pH stabilitesi arttirilmistir. mKate2 olarak bilinen
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gelistirilmis versiyonu, 20 dakikadan daha az yari-zamanda hizli olgunlagsma 6zelligine

sahiptir ancak kalint1 yesil floresan 6zellik gostermektedir (Shcherbo vd., 2009).

Xenopus embriyolarinda mKate2'nin transgenik bir ifadesi hatta yiiksek ifade
seviyelerinde bile diislik sitotoksisite goOstermistir. Bununla birlikte, gegici olarak
transfekte edilmis HeLa hiicrelerinde sitotoksisite analizi, transfeksiyondan 24 saat
sonra mKate ve Katushka'nin yiiksek ekspresyonunda belirgin bir kayip oldugunu
ortaya koymustur. Ayrica mKate ve Katushka'nin sitotoksisitesi bakteriyel ekspresyon
Ol¢timleri ile desteklenmistir (Strack vd., 2008).

Daha sonra mKate temel alinarak, 649 nm emisyon maksimumuna ulasan mNeptune
adli parlak koyu kirmizi protein gelistirilmistir (Lin vd., 2009). Bu protein, uyarma ve
emisyon spektrumlarindan dolayr canli hiicrelerin ¢ok renkli goriintiilenmesinde
OFP’ler ile birlikte kullanilmaktadir. Buna karsin mNeptiin'iin, mKate proteinine gore
zayif dimer, bakteri hiicrelerinde artmis sitotoksisite ve kalint1 yesil floresan olusturma

egiliminde oldugu gosterilmistir (Morozova vd., 2010).

Gilintimiizde, FP'lerin oligomerler olusturmadaki dogal egilimine karst uzun bir
miicadele sonrasinda, monomerik FP'lerin renk ¢esitliligi, mordan uzak kirmiziya kadar
neredeyse tiim goriiniir spektrumu kapsamaktadir (Chudakov vd., 2010). Yaygin olarak
kullanilan baz1 FRET ciftleri ve 6zellikleri Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Yaygin olarak kullanilan FRET ¢ifleri (Bajar vd., 2016b)

FRET Pair bp ? ea (MM Z.cm— 1) b rp (mm) <
ECFP-EYFI? 0.4 83 4.9
mTurquoise2-sEYFI? 0.93 101 3.9
mTurquoise2-myenus 0.93 92 5.8
EGFP-mCherry 0.6 72 5.4
Clover-mREuby2 0.76 113 6.3
mClover3-mRuby3 0.78 128 6.5
mMNeonGreen-mRuby3 0.8 128 6.5
eqFPa50-iRFI? 0.24 105 5.8
mAmetrine-tdTomato 0.58 138 6.6
LSSmOrange-mKate2 0.45 63 7.0
EGFP-sREACh 0.6 115 5.8
EGFP-ShadowG 0.6 B9 4.7
EGFP-activated PA-GFP 0.6 17 4.4
EGFP-TPhanta 0.a 95 5.8
mTagBFP-sfGFEP 0.63 83 4.6
mienus-mEOx 0.57 105 6.3
CyOFP1T-mCardinal 0.7e 87 6.9

2 donoriin kuantum verimi, ® akseptériin ekstinksiyon katsayisi, ¢ Férster yaricapi
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2.4. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi genel olarak, yabanci bir DNA'nin, Escherichia coli gibi
bir bakteriyel konak¢ida bagimsiz ¢ogalabilen ekstrakromozomal DNA elemanlarina
(yani plazmitlerine) molekiiler olarak klonlanmasini ifade eder (Hacker ve Wurm,
2016). Istenen genin uygun bir vektdre yerlestirilmesi sonrasinda bu vektoriin konakg1
hiicrelere transformasyonu ve hiicrelerin boliinmesi ile birlikte vektoriin dolayisiyla
icerdigi genin bir¢ok kopyasi olusur. Bu isleme gen klonlamasi ad1 verilmektedir. DNA
molekiilii i¢in tastyict rolii tistlenen kiicilik ve dairesel yapidaki molekiiller vektor olarak
adlandirilmaktadir. Klonlamada en 6nemli basamak, bir organizmaya ait genomdan elde
edilen DNA fragmentinin uygun bir vektore yerlestirilmesi islemidir. Vektor DNA’sina,
cogaltilmak istenen DNA parg¢asinin eklenmesiyle olusan yapiya rekombinant DNA ad1
verilmektedir (Kuk ve Erensoy, 2008).

Bu teknolojiye ait temel islemler Sekil 2.13’te dzetlenmistir. Bu islemde ilk basamak,
cogaltilmak istenen DNA’nin elde edilmesi ve uygun vektoriin se¢ilmesi islemidir. Bir
sonraki islem, restriksiyon enzimleri ile DNA molekiillerinin kesilmesi ve DNA ligaz
enzimi ile yapiskan uca sahip DNA’larin (vektor ve c¢ogaltilmak istenen DNA)
birlestirilmesi islemidir. Son olarak, birlesim sonucu elde edilen rekombinant DNA nin
konake1 hiicreye transferi gerceklestirilir (Huda Yberdiyev ve Oner, 1997). Daha sonra
konake1 hiicrenin replike olmasiyla, rekombinant DNA molekiilii de ¢ogalir. Boylece
istenen DNA parcast ¢ogaltilmis olur ve sonrasinda yapilacak analizler igin

rekombinant DNA’lar saflastirilir (Altintas vd., 2017).

Rekombinant DNA teknolojisi, modern biyoteknoloji i¢in yeni bir ¢ag agan DNA
tabanli 6nemli bir aragtir. Bu teknoloji ile yeni asilar ve farmasdétikler gelistirilerek
saglik kosullarinin iyilestirilmesinde hayati bir rol oynamaktadir (Khan vd., 2016).
Rekombinant proteinler, biyomedikal biyoteknolojide 6nemli atilimlar saglamistir.
Sadece biyomedikal arastirmalarda degil ayn1 zamanda tedavide de ilag olarak
kullanilmaktadirlar. Tedavide ilk rekombinant protein, 1982'de kullanilan rekombinant
insan insiilinidir. Rekombinant protein endiistrisi hizla bliylimektedir ve bugiine kadar,
130'dan fazla rekombinant protein, klinik kullanim i¢in FDA (Amerikan Gida ve Ilag

Dairesi) tarafindan onaylanmistir (Pham, 2017).

27



Vektor ve DNA'nin SV
Vektor _~ enzimlerle ™. " “'DNA
\ kesilmesi
2 Hedef gen

Ligasyo/
Rekombinant
/ vektérler
Hedef geni iceren
vektor « N
b
ITransformasyon ' . "/, :
Konake1 N /—_\\
?—\ Hiicrelerin (7 ) \' | Vs
4 gogalmasi ’f IL {
—_— | _/‘

Sekil 2.13. Rekombinant DNA teknolojisine ait temel basamaklar (Pham, 2017)

2.4.1. Rekombinant DNA teknolojisinde kullanilan vektorler

Vektor, istenen geni tastyan DNA molekiilii olarak tanimlanir. Vektorler, rekombinant
DNA teknolojisinin 6nemli pargalaridir. Konakg¢r organizma igerisinde ilgili geni
tagtyan araglar olarak bilinmektedir. Bugiine kadar c¢esitli tiplerde vektorler
gelistirilmistir; bununla birlikte en yaygin olarak kullanilan vektorler plazmitler ve
bakteriyofajlardir. Bir vektor, gen entegrasyonunu kolaylastirmak i¢in istenen gen
igerisinde bulunan ayni restriksiyon kesim bolgelerini igermelidir. Ayrica; vektorler,
secilim ve tanimlama igin antibiyotik direng geni ve klonlama bolgeleri gibi sekanslar
tasimalidir. Konak¢1 organizma, rekombinant DNA’nin transfer edildigi hiicreyi
tanimlar. Bakteri, mantar ve hayvan hiicreleri konak¢i organizmalar olarak
kullanilmaktadir. Vektorler konak¢i organizmalara; mikroenjeksiyon, gen tabancasi,

1sitma-sogutma ve kalsiyum fosfat iyonlarin1 igeren cesitli tekniklerle transfer

edilmektedir (Pham, 2017).
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Plazmitler hiicrelerin kromozomal DNA’sindan ayri halde bulunan ve bagimsiz bir
sekilde replike olabilen dairesel, ¢ift sarmalli DNA molekilleridir. 1-15 kb
biiyiikliigiindeki yabanci DNA molekiiliinii klonlamada etkin olarak kullanilir (Huda
Yberdiyev ve Oner, 1997). Plazmidler bircok bakteri tiiriinde bulunur ve tiir i¢inde bir
organizmadan digerine konjugasyon yoluyla transfer edilebilir. Dogada, plazmitler,
belirli bir biyokimyasal olaylarda islev goren proteinleri kodlayan birka¢ gen ile beraber
bir operona sahiptir. Plazmitlerde, hiicresel savunma (bakteriyosinler), viriilans ve
metabolizmaya ait genlere ek olarak antibiyotik direng geni bulunmaktadir. Boylece
plazmidin varlig1, konak¢1 hiicreye ortaminda hayatta kalma avantaj1 saglar (Hacker ve
Wurm, 2016). Plazmitler, genetik miihendisligine ait teknikler kullanilarak tasarlanmis
ve klonlamada kullanilan vektorler haline getirilmistir. Plazmit vektorlerin disinda farkl
boyut ve dzelliklere sahip fajlar, kosmidler, bakteri yapay kromozomlar ve maya yapay

kromozomlar1 gibi vektor sistemleri bulunmaktadir (Soydemir ve Aksoy, 2017).

Gen transferlerinde, aracit molekiil olarak gesitli faj DNA’larindan da yararlanilmistir.
Ornegin bakteriyofajlar, bakterilerde iireyerek lizis olusturan bakteri viriisleridir. Bircok
bakterinin kendine 6zgii faji bulunmaktadir. Fajlarmn bir kism1 kendi konakgilarinda lizis
meydana getirirken, bazilar1 da konak¢i i¢inde bulunmasina ragmen herhangi bir
zararda bulunmazlar. Bu tiirden fajlar bakteri genomu ile birleserek onun bir pargasi
haline gelir ve onunla beraber es zamanli replike olur ve her hiicre boliinmesi esnasinda
bakteri DNA’s1 ile beraber kardes hiicreye aktarilir. Vektor olarak, genelde E.coli’ye ait
fajlardan, lambda ve M13 fajlar1 kullanilir (Arda, 2019).

Faj vektorler, plazitlere gore yapilarinda daha biiyiikk boyuttaki yabanct DNA’y1
tasiyabilen ve dogrusal yapida olan DNA molekiilleridir. Fajlar, yaklasik 50 kb
biiylikliigiindeki DNA’lar olup, 10-20 kb uzunlugundaki yabanci DNA molekiiliinii
klonlamak icin kullanilir (Huda Yberdiyev ve Oner, 1997). Kozmidler, replikasyon
orijin bolgesine sahip bir plazmit ve lambda faj DNA’sinda bulunan cos bdlgesinin
birlestirilmesiyle olusturulan ve daha biiyiik yabanci DNA’larin klonlanmasina olanak
saglayan vektorlerdir. Kozmitler yaklasik olarak 35-50 kb biyikligiindeki DNA
molekiillerini klonlamak i¢in kullanilir (Huda Yberdiyev ve Oner, 1997).
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Uzun yillar boyunca, 1-30 kb'lik DNA pargalarin1 klonlamak i¢in plazmitler vektor
olarak kullanildi. Fakat daha biiyiik DNA pargalarini bu sistemler kullanarak klonlamak
zordur. Bu ylizden arastirmacilar yapay kromozomlar olarak adlandirilan 100-1000 kb
biiyiikliigiindeki DNA’lar1 klonlamada kullanilan, maya yapay kromozomlari gibi daha
biiyiik vektor sistemlerini kullanmaya basladilar. Bugiin, Escherichia coli bakterilerinde
dogal olarak olusan F plazmitini temel alan yeni plazmit vektorleri, 150-350 kb'lik DNA
parcalarin1 klonlamak i¢in kullanilir. Kiiciik bakteriyel plazmitlerin aksine F plazmiti ve
onun tiirevi olan bakteri yapay kromozomu, stabil olmasi, daha biiyilk DNA pargalarini
tasimasi ve klonlama kolayligi agisindan tercih edilen bir vektor sistemidir (Carter ve

Shieh, 2015).

Klonlama vektorleri disinda farkli islemler i¢in kullanilan vektor sistemleri
bulunmaktadir. Ornegin; ekspresyon vektorleri, mekik (shuttle) plazmit vektorler,
reporter vektorler, gen knockdown vektorler ve wviral vektorler olmak {izere
farklilagirlar. Klonlama vektorleri, ilgilenilen DNA pargasinin hiicre igerisinde
cogaltilmasinda, ekspresyon vektorleri ise, bir genin ifade edilmesinde kullanilirlar.
Klonlama ve ifade vektorleri sadece konak¢i hiicrelerde replike olabilir ve tasidiklari
geni ifade edebilirler. Fakat mekik plazmit vektorler, prokaryotik ve Okaryotik
hiicrelerin her ikisinde kullanilmak {izere tasarlanabilirler. Gen knockdown vektorleri
ise bir hiicrenin eksprese ettigi belirli bir genin ekspresyonunu azaltmak i¢in
kullanilmaktadir. Reporter plazmitler, gen ¢aligmalarinda kullanilir, vektor igerisinde
bulunan reporter geni olarak adlandirilan ve baska genlerin ekspresyonu ile etkilesime
giren DNA bolgesi icerir bu sayede hedef genlerin ifadesi incelenir. Okaryotik
hiicrelere, genetik materyalin etkin bir sekilde transferi ve ekspresyonunu saglamak
adina bazi RNA ve DNA viriisleri kullanilarak rekombinant viral vektorler
tasarlanmistir. Simian viriis 40 (SV40), adenoviriis ve herpes viriis vektorleri yaygin

olarak kullanilmaktadir (Soydemir ve Aksoy, 2017).
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2.4.2. Rekombinant DNA Teknolojisi ile Protein Uretimi

Genel olarak, rekombinant DNA teknolojisi bes basamaga sahiptir: vektor DNA’nin
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi, hedef genin polimeraz zincir reaksiyonu ile
amplifikasyonu, vektor igerisine hedef genin yerlestirilmesi, konakg¢i hiicreye
transformasyon ve rekombinant DNA’ya ait {irlintin (protein veya enzim) elde
edilmesidir (Pham, 2017).

Hedef genin elde edilmesi

Klonlamada 6nemli agamalardan biri hedef genin segilmesidir. Bu amagla, istenen genin
bulundugu DNA kaynaginin izolasyonu, istenen gene ait DNA dizisi biliniyorsa;
gelistirilmis gen sentezleyiciler ile sentetik olarak veya istenen gene ait mRNA’dan
revers transkriptaz enzimi yardimiyla cDNA (komplementer DNA) eldesi olmak iizere
farkli sekilde elde edilebilir (Kogoglu ve Yalginkaya, 1992). Hedef gen sentetik olarak
elde ediliyorsa, tasarlanacak primerlere ve genin transfer edilecegi vektore uygun enzim
kesim boélgelerinin ilave edilmesi 6nemli noktalardan birini olusturur (Kuk ve Erensoy,

2008).

Restriksiyon enzimleri ile DNA kesimi

Cift sarmalli DNA dizilerini spesifik olarak taniyan ve kesen restriksiyon enzimlerinin
kesfi, rekombinant DNA teknolojisini miimkiin kilan biyolojideki 6nemli kesiflerden
biridir (Carter ve Shieh, 2015). Bu enzimler bakteriler tarafindan ¢evrelerindeki yabanci
DNA’y1 pargalamak i¢in dogal olarak iiretilir. Molekiiler biyologlar tarafindan yiizlerce
essiz restriksiyon enzimi tanimlanmis ve saflastirilmistir. Her restriksiyon enzimi,
tanima bolgesi olarak adlandirilan yaklasik 6 niikleotitten olusan 6zgiin diziyi tanir ve
keser. Bu enzimlerden bazilari ¢ift zincirli DNA’y1 kiit uclu yani diiz bir sekilde keser,
digerleri ise her bir DNA pargasinin ug¢ kisimlarinda, kisa tek zincirden olusan kuyruk
birakacak sekilde kademeli keser ve bu yap1 yapiskan ug¢ olarak adlandirilir. Boylece
ayn1 restriksiyon enzimi ile kesilen DNA parcalarinin yapiskan uglar birbirlerini
tamamlayict baz giftlerini olustururlar ve bu durum kesilen hedef DNA ile vektoriin
birlesimi kolaylastirir (Carter ve Shieh, 2015). Bu baglamda hedef DNA ve vektor

yapiskan uglar olusturacak sekilde ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmektedir.
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Hedef genin vektore verlestirilmesi

Hedef DNA’y1 bir vektore yerlestirmek igin, hem hedef DNA hem de vektdr ayni
restriksiyon enzimleri ile kesilerek, ayni yapiskan uglar elde edilmelidir (Carter ve
Shieh, 2015). Klasik yontemle gen klonlamasi ¢alismalarinda, hedef DNA’nin vektore
yerlestirilmesinden Once, restriksiyon enzimleri ile kesilen hedef genin ve vektoriin
agaroz jelden saflastirilmasi gerekir. Saflastirilan hedef gen ve vektor, uygun sicaklik ve
reaksiyon kosullarinda T4 DNA ligaz enzimi ile birlestirilir. DNA ligaz enzimi bu
islemi, niikleotidin 5° fosfat grubu ile 3’ hidroksil ucu arasinda fosfodiester bagi
olusturarak gerceklestirir. Ayrica, DNA ligaz bu islemi gergeklestirebilmesi icgin
ATP’ye ihtiyag duymaktadir (Kuk ve Erensoy, 2008). Bu islemin ger¢eklesmesi ile
rekombinant DNA’lar elde edilir.

Vektorin konak hiicreye transferi ve cogaltilmasi

Hedef DNA ve vektoriin ligasyonu sonucu olusan rekombinant DNA molekiil,
gecirgen hale getirilmis kompetent hiicre olarak adlandirilan konak¢1 hiicreye (genelde
bakteri) transfer edililir. Bir DNA vektoriiniin kompetent hiicreye girisi olayi
transformasyon olarak adlandirihir (Carter ve Shieh, 2015). Transformasyon, genelde
ucuz ve basit olan kimyasal yontemler ile gergeklestirilmesine karsin elektroporasyon
gibi daha etkin yontemlerde kullanilmaktadir. Transformasyonda kullanilan kompetent
hiicreler ticari olarak elde edilebilir veya aragtirmacilar tarafindan da hazirlanabilir. Bu
islemde yaygin olarak, kalsiyum kloriir ve rubidyum kloriir kullanilmaktadir (Kuk ve
Erensoy, 2008). Ornegin, E. coli konak hiicre olarak tercih edilecekse, hiicreler
transformasyon isleminden Once kalsiyum kloriir ile muamele edilerek gegirgen hale
getirilir. ~ Transformasyon iglemi, ayni ortamda bulunan kompetent hiicreler ve
rekombinant DNA’larin, 37 °C’de kisa bir siire (genelde 2-5 dk.) bekletilmesi sirasinda
rekombinant DNA’larin hiicreye girisi ile saglanmaktadir (Kogoglu ve Yalginkaya,
1992).
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Bakteriler, tek bir rekombinant DNA molekiiliinden fazla miktarlarda elde etmek igin
kullanilir, ¢linki her 30 dakikada bir ikiye bdliinerek cogalirlar. Boylece konakei
hiicrenin her boliinmesinde rekombinant DNA molekiilii replike olacak ve hedef gen
miktar1 artacaktir. Transformasyondan sonra bakteriler antibiyotik iceren besi
ortamlarinda biyiitiiliir, boylece sadece rekombinant DNA molekiiliinii iceren
bakteriler, vektorde bulunan antibiyotik direng geni sayesinde hayatta kalirlar (Carter ve
Shieh, 2015).

Konakci hiicrelerden DNA 'nin saflastirilmasi

Transformasyon sonucu besiyerine ekimi yapilan hiicrelerden onlarca koloni olusur, bu
yiizden rekombinant DNA’y1 igeren kolonilerin segilmesi gerekir. Klonlamada
kullanilan bir¢ok vektor, ampisilin, kanamisin, tetrasiklin gibi ¢esitli antibiyotik direng
genleri tasir. Antibiyotikli besi ortamina ekimi yapilan hiicrelerden, sadece direng
genine sahip, yani rekombinant plazmiti i¢eren hiicreler hayatta kalir ve diren¢ geni
icermeyen hiicreler 6liir. Boylece, rekombinant DNA’y1 igeren kolonilerin se¢imi

yapilir (Kuk ve Erensoy, 2008).

Rekombinant DNA’nin bircok kopyasini olusturmak iizere konak¢i hiicreye
transformasyon isleminden sonra, rekombinant DNA’larin konakg¢1 hiicreden
saflagtirilmast gerekir. Bu asama rekombinant DNA’larin bir sonraki adimda
uygulanacak dogrulama ¢alismalar1 i¢in 6nemlidir. Saflagtirma islemi i¢in, agar plaktan
bir bakteri koloni 6rnegi alinir ve bakteriler taze kiiltiir ortaminda c¢ogaltilir, boylece
bakteriler rekombinant DNA’larin bir¢ok kopyasini liretmeye devam eder. Daha sonra,
konakg¢1 hiicre DNA’sindan, rekombinant plazmiti ayirmak ve saflagtirmak i¢in rutin
bakteri pargalama prosediirii uygulanir ve saflagtirma islemi gergeklesir. Rekombinant
plazmiti konake¢1 hiicreden saflastirmak i¢in biiyiik ol¢iide basitlestirilmis ticari kitler

bulunmaktadir (Carter ve Shieh, 2015).
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Klonlamanin dogrulanmasi

Bu asamada ise hedef genin, vektor igerisine basarili bir sekilde yerlestirilip
yerlestirilmedigini tespit etmek amaciyla gergeklestirilir. Dogrulama i¢in yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biri, polimeraz zincir reaksiyonu ile dogrulamadir. Bu y6ntem
transformasyondan sonra elde edilen kolonilerden saflastirilan plazmitler kullanilarak
veya saflastirma yapilmadan direk koloni drnekleri kullanilarak, PCR ile vektoriin hedef

geni tastyip tasimadig tespit edilebilir (Kuk ve Erensoy, 2008).

Ayrica, kolonilerden saflastirilan plazmit DNA’larin, restriksiyon enzimleri ile kesilerek
agaroz jele yliklenmesi ile vektoriin, hedef geni icerip icermedigi tespit edilir. Fakat bu
dogrulama g¢alismalarina ek olarak ve ¢alismanin giivenirligi artirmak adina, genin
vektor igerisindeki varligini kesinlestirmek igin DNA dizi analizi yapilmasi
gerekmektedir (Kuk ve Erensoy, 2008). DNA dizi analizi, ilgili DNA sarmalinin belli
bir bolgesinde bulunan niikleotitlerin (A, G, C, T) tam dizilimini belirlemek i¢in
kullanilir. DNA tanimlamada bir baska yaygin yontem, bir numunede belirli bir
sekansin olup olmadigini arastirmak i¢in kullanilan niikleik asit hibridizasyon teknigidir

(Carter ve Shieh, 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Kullamlan Cihaz Marka-Model
Buzdolab1 Vestel- GTP 455A
Calkalayic1 Inkiibator Zhicheng- ZHWY/111C
Calkalayict Inkiibator Biosan ES-20

Dikey Sogutucu (+4 °C) Ugur

Dondurucu (-80 °C) Hettich

Etiiv Memmert

Gii¢ kaynag1 (SDS-PAGE igin) Bio-Rad

Hassas terazi Kern

Isitict Magnetik Karistirict

Velp Scientifica

Kar makinesi

Vision

Mikro santrifiij cihazi

Hitachi (Himac CT 15E)

Mikrodalga firin

Argelik- MDsoo

Otoklav cihaz1

HMC- Hirayama

PCR cihaz1

Bio-Rad T100

Santrifiij cihaz1

Hermle 2326 K

Sonikator

Bandelin Sonopuls

Spektroflorometre

Jasco (FP-8300)

Spin Cihaz

Biosan- Combi Spin

Termostatli Blok Isitici

Biosan- Bio TDB100

UV Gosterici

Syngene- SYTC/1422

UV-Vis Spektrofotometresi

Boeco S-30

UV-Vis Spektrofotometresi (Nanodrop)

DeNovix

Yiiksek Hizli Santrifiij

Vision- VS 30 000i
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3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Markasi
Agar BD Bacto™ Agar
Agaroz Nzytech
Akrilamid Amresco

Ampisilin Sodium Salt

Fisher bioreagents

APS Biorad
BamHI Takara
Bezamidin Merck
B-Merkaptoetanol Merck
BSA Takara
Buffer M Takara
Buffer K Takara
DMSO Merck
DNA marker (Lamda HindlIlI/EcoRI) Promega
Etanol Merck
Etidyum bromiir Biorad
Gliserol Sigma Aldrich
HCI Merck
IPTG Nzytech
Imidazol Merck
Jelden DNA izolasyon Kiti Geneaid
Kanamisin Serva
Kloramfenikol Alfa Aesar
LB Agar Lab M

LB Broth Lab M
Lizozim Amresco
Nhel Takara
Ni-NTA rezin Thermo Scientific
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Plazmit Saflastirma Kiti Geneaid, Presto™ Mini Plasmid
PMSF Serva

Protein marker Bio-Rad, All Blue

Protein marker Thermo Scientific

Protein marker Bio Basic

Cizelge 3.2. (devam) Calismada kullanilan kimyasallar

3.1.3 Kullanilan ¢ozeltiler

PMSF c¢ozeltisi: 150 ug PMSF tartilarak 1 ml mutlak etanol i¢inde ¢oziilmiistiir ve -20
°C’de saklanmustir.

Kloramfenikol Cozeltisi (34 mg/ml): 340 mg kloramfenikol hassas terazide tartilarak
10 ml mutlak etanolde ¢6ziilmiistiir ve 0.22 pm’lik filtreden gegirilerek steril edilmistir.
FSB c¢ozeltisi: 7.4 g KCI, 7.5 g CaCl..2H20, 100 g gliserol, 10 ml 1 M (pH:7.5)
KCH3COO alinarak pH:6.5’e¢ ayarlanmistir ve hacim 1 L’ye tamamlanmistir ve
otoklavlanmustir.

Ampisilin (100 mg/ml): 1.5 g ampisilin tartilarak 15 ml saf suda ¢ozilmistiir.
Ardindan steril 0.22 um’lik filtreden gegirilerek mikrotiiplere bolinmiistiir ve -20 °C’de
saklanmustir.

Kanamisin ¢ozeltisi (50 mg/ml): 0.5 g kanamisin hassas terazi kullanilarak tartilmis ve
10 ml otoklavlanmis ultra saf suda ¢oziilmiistir. Ardindan 0.22 pm’lik filtreden
gecirilerek sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda steril mikrotiiplere
boliinerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

IPTG (1 M): 2.38 g IPTG 10 ml steril suda ¢6ziildii ve 0.22 pm’lik filtreden gegirilerek
mikrotiiplere boliindii ve -20 °C’ye kaldirilmistir.

LB Broth ¢ozeltisi: 10 g tripton, 10 g NaCl ve 5 g maya ekstrakti igeren karisim 1 L
suda ¢ozilmiistir.

LB Agar: Hazirlanan 1 L’lik ¢ozelti LB Broth ¢ozeltisine 15 g agaroz ilave edilerek
karistirilmistir. LB Broth ¢ozeltisi ve LB agar hazirlandiktan sonra otoklavlanmistir.
Agaroz Elektroforez Jeli: 1 g agaroz tizerine 100 ml 1X TAE tamponu eklenmistir ve
mikrodalga firinda agaroz kalintis1 yok olana kadar eritildikten sonra {izerine 1 pl

etidyum bromiir eklenerek elektroforez kasetine dokiilmiistiir.
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SDS-PAGE’de kullanilan cozeltiler

Yiiriitme jeli tamponu: 182 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0.4) 1 L saf suda ¢oziilerek
pH:8.8 olarak ayarlanmstir.

Yiikleme jeli tamponu: 60.5 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0.4) 1 L saf suda ¢oziilerek
pH:6.6 olarak ayarlanmustir.

Yiiriitme jeli: 2.7 ml %40 akrilamid, 2.25 ml alt tampon, 4 ml su, 50 ul %10 APS ve
20 ul TEMED otomatik pipet yardimiyla alinarak bir beherde birlestirildikten sonra jel
karisimi cam kasete yiiklenerek polimerlesmesi beklenmistir.

Yiikleme jeli: 0.35 ml %40 akrilamid, 1 ml {ist tampon, 2.55 ml su, 50 ul %10 APS ve
10 ul TEMED pipet yardimiyla alinarak polimerlesmis yiiriitme jeli iizerine ilave
edilmistir.

Elektroforez tamponu (1X): 3 g Tris, 14.4 g Glisin, 1 g SDS bilesikleri son hacim 1 L
olacak sekilde saf su eklenerek hazirlanmistir.

SDS Ornek Yiikleme tamponu (5X): 0.6 ml 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 5 ml gliserol
(%50), 2 ml %10°luk SDS, 0.5 ml B-Merkaptoetanol, 1 ml %1 ‘lik Bromfenol mavisi ve
900 pl saf su karisimindan hazirlanmistir.

SDS Jel boyama (Staining) cozeltisi: 0.5 g Coomassie Brillant Blue R-250, 450 ml
metanol igerisinde ¢oziillip filtre kagidindan siiziildiikten sonra karigimin iizerine 100
ml asetik asit ve 450 ml saf su eklenerek hazirlanmustir.

Destaining Cozeltisi: 100 ml metanol, 100 ml asetik asit ve 800 ml saf su karisimindan
hazirlanmastir.

Amonyum Persiilfat (APS-%10): 0.5 g APS 5 ml saf su igerisinde c¢oziilerek

hazirlanmstir.
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Divaliz ve Saflastirmada Kullanilan tamponlar

1X TEV proteaz tamponu (Tampon A): 25 mM Tris-HCI ve 150 mM NaCl olacak
sekilde kimyasallar tartilarak saf suda ¢oziilmiistiir ve pH:8 olarak ayarlanmistir.

1X TEV proteaz tamponu (Tampon B): 25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl ve 14 mM
B- merkaptoetanol olacak sekilde kimyasallar tartilarak saf suda ¢oziilmiistiir ve pH:8
olarak ayarlanmistir.

Parcalama tamponu (Lizis buffer): 25 mM Tris-HCI ve 300 mM NacCl olacak sekilde
tartim iglemi tamamlanip saf suda ¢6ziilmiistiir ve pH: 7.8’e ayarlanmustir.

Yikama tamponu (Wash buffer): 10 mM imidazol, 25 mM Tris-HCI ve 300 mM
NaCl olacak sekilde tartilarak saf suda ¢ozlilmiistiir ve pH: 7.8’e ayarlanmustir.

Eliisyon tamponu: 300 mM imidazol, 25 mM Tris-HCI ve 300 mM NaCl olacak

sekilde tartilarak saf suda ¢oziilmiistiir ve pH: 7.8’¢ ayarlanmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. mClover3-mRuby3 FRET cifti

Plazmit tasarimi

mClover3 proteinine ait gen dizisi, plazmit i¢erisinde Addgene firmasindan ticari olarak
elde edilmistir (Sekil 3.1). pNCS-mClover3 plazmitini kalip olarak kullanarak
mClover3 geni cogaltmak igin ileri (forward) ve geri (reverse) primerler dizayn
edilmistir. Ileri primer Nhel enzim dizisini, geri primer ise BamHI enzimi ve TEV

proteaz tanima dizisini igerecek sekilde tasarlanmigtir (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.1. mClover3 geni igeren plazmit (Addgene, #74236).
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Primer tasarim asamasinda, mClover3 genini ilgili vektdre klonlamak i¢in BamHI ve
Nhel enzimleri tercih edilmistir. Bu enzimlerin se¢ilmesinde, klonlama yapilacak ilgili
vektorde de ayni enzimlere ait restriksiyon kesim bdlgelerinin mevcut olmasi goz
ontinde bulundurulmustur. Bu baglamda, ileri primer dizayn edilirken, mClover3
geninin ¢ogaltilmasi esnasinda genin 5’ ucunda Nhel restriksiyon enzimi i¢in tanima
dizisi olusturacak sekilde tasarlanmistir. Ayni sekilde mClover3 geninin sentezi
sirasinda, genin 3’ ucunda BamHI enzimi i¢in tanima dizisi ve FP-FRET
biyosensoriiniin olusturulmasi igin iki floresan protein arasindaki baglantiy1 saglayacak
TEV proteaz tanima dizisini olusturacak sekilde geri primer dizayn edilmistir.

Tasarlanan primerler macrogen firmasindan tedarik edilmistir. Primerlere ait bilgiler
Cizelge 3.3’te gosterilmistir (gctage: Nhel, ggatcc: BamHI ve gaaaacctgtattttcagggc:

TEV proteaz tanima dizisi).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerler

Primer ismi Primer dizisi Uzunluk %GC m

mClover3_ileri 5’-ttttttgctagcatggtgag 36 baz gifti 52.78 77.8
caagggcgaggagctg-3’

mClover3_geri 5’-ttttttggatcctcaccgecc 62 baz gifti 46.77 84.9

tgaaaatacaggttttcaagctt

gtacagctcgtccatgcc-3°

mRuby3 proteinine ait gen dizisi ayni sekilde plazmit i¢erisinde Addgene firmasindan
ticari olarak elde edilmistir (Sekil 3.2). Bu noktada, pNCS-mRuby3 plazmiti hem
cogaltilan mClover3 geni i¢in bir vektér hem de mRuby3 proteininin sentezi i¢in bir gen
kaynagi olarak kullanilmistir. PCR ile ¢ogaltilacak mClover3 geninin, pNCS-mRuby3
vektoriinde bulunan Nhel ve BamHI enzim kesim bdlgelerinin arasina yerlestirilerek

genetik olarak ifade edilen FP-FRET biyosensoriiniin olugturulmasi hedeflenmistir.
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Sekil 3.2. mRuby3 geni i¢eren ve vektor olarak kullanilan plazmit (Addgene, #74234)

Hedeflenen yapinin pNCS-mRuby3 vektorii {izerinde olusturulmast durumunda,
ekspresyonu gergeklesecek mClover3-TEV tanima dizisi-mRuby3 biyosensoriine ait
aminoasit dizisi Sekil 3.3’te gosterilmistir. Sekilde gosterilen 6-Histidin kuyruk vektor
kaynakli olarak yapiya eklenmektedir. Bu kuyruk yapisi, biyosensoriin hiicrede

uretildikten sonra saflastirilmasi, TEV proteaz tanima bolgesi ise biyosensoriin

etkinliginin tespit edilmesi agisindan 6nemlidir.
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MRGSHHHHHHGMASMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATNGKLTL
KFICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGVACFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGT

YKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHYVYITADKQKNCIKANFKI
RHNVEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSHQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVTAA
GITHGMDEL YKLENL Y FQGGEDPMVSKGEERIKENMRMKVA/MEGSVNGHOFKCTGEGES
RPYEGTQTMRIKVIEGGPLPFAFDILATSFMYGSRTFIKYPADIPDFFKQSFPEGFTWERVTRY
EDGGVVTVTQDTSLEDGELVYNVKVRGVNFPSNGPVMQKKTKGWEPNTEMMYPADGGL
RGYTDIALKVDGGGHLHCNFVTTYRSKKTVGNIKMPGVHAVDHRLERIEESDNETYVVQR

Sekil 3.3. mClover3-mRuby3 FRET cifti i¢in tasarlanan yapinin aminoasit dizisi. Gri ile
renklendirilmis dizi vektor olarak kullanilan pNCS-mRuby3 plazmitinden gelen kismu,
yesil ile renklendirilen dizi mClover3, turkuaz ile renklendirilen dizi TEV proteaz
tanima bolgesi ve kirmizi renk ise mRuby3 dizisini gostermektedir.

mClover3 geninin PCR ile cogaltilmasi

PCR islemi 6ncesinde, kalip DNA olarak kullanilacak pNCS-mClover3 plazmiti ticari
olarak elde edildikten sonra E. coli DH5a kompetent hiicrelerine transformasyonu
yapilarak cogaltilmistir. Daha sonra hiicrelerden plazmitlerin saflastirilmasi islemi,
“Geneaid, Presto™ Mini Plasmid” kit yardimiyla belirtilen prosediire uygun olarak
gergeklestirilmistir. PCR islemi ise primerler yardimiyla ve Cizelge 3.4’te belirtilen
uygun konsantrasyon ve miktarlardaki bilesenler kullanilarak Cizelge 3.5’te belirtilen

prosediire uygun olarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4. PCR bilesenleri ve miktarlari

Bilesen (Konsantrasyon) Miktar
dNTP karigimi (10 mM) 1pul
Reverse primer (10 uM) 0.5 ul
Forward primer (10 uM) 0.5 ul
Pfu buffer (10x) 5ul
Kalip DNA (127 ng/ul) 1.5l
Pfu DNA polimeraz 0.2 ul
Saf su (DNAZz free) 41.3 ul
Toplam reaksiyon hacmi 50 ul

43




Primerlerin Tm degerlerinin dolayisiyla baglanma sicakliklarinin yiiksek olmasinda
dolay1 prosediiriin 1. adiminda sicaklik degerleri iizerinde birka¢ deneme yapilmistir ve

mClover3 geninin elde edildigi uygun sicaklik degerleri Cizelge 3.5’te gdsterilmistir.

Cizelge 3.5. PCR Prosediirii

Sicakhk Zaman

95°C 5dk

73 °C — 68°C (Her 30 sn’de 5dk

1.Adim 0.5 °C diisecek sekilde toplam

10 dongii)

72 °C 45 sn

95 °C 30 sn
2.Adim (25 Dongii) 68 °C 30 sn

72 °C 1dk

72 °C (son uzama) 2 dk

PCR islemi tamamlandiktan sonra PCR tiiplerinde bulunan her bir karigim, hazirlanan
%]1°lik  agaroz jelde bulunan kuyucuklara yiiklenerek yiirlitme islemi
gerceklestirilmistir. Jel goriintiileme cihazinda PCR {iriinii tek bant seklinde ve beklenen
biiytikliikte gozlemlenmistir. Goriintiileme sonrasinda ise PCR iiriinii (mClover3 geni)
jelden gen izolasyon igin kullanilan “Geneaid, Gel Extraction” kiti ile prosediire uygun

olarak saflagtirilmistir.

Restriksiyon enzimleri ile kesim

Vektor olarak kullanilacak pNCS-mRuby3 plazmiti de ticari olarak elde edildikten
sonra E. coli DH5a kompetent hiicrelerine transformasyonu yapilarak cogaltilmustir.
Daha sonra hiicrelerden plazmitlerin saflastirilmasi islemi “Geneaid, Presto™ Mini

Plasmid” kit yardimiyla gerceklestirilmistir.

PCR islemi sonrasi jelden saflastirilan mClover3 geni ve hiicrelerden saflastirilan
pPNCS-mRuby3 plazmiti, belirlenen restriksiyon enzimleri ile iki asamali olarak Cizelge

3.6 ve 3.7°de belirtilen bilesenler ve miktarlar kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Her iki asama sonrasinda da kesim triinleri “Geneaid, Gel Extraction” kiti ile belirtilen

prosediire uygun olarak saflagtirilmustir.

Cizelge 3.6. BamHI restriksiyon enzimi ile kesim

mClover3 geni icin kesim PNCS-mRuby3 plazmiti i¢cin kesim
21 ul — mClover3 geni (20 ng/ul) 21 pul — pNCS-mRuby3 (40 ng/ul)
3 ul — Buffer K 3 ul — Buffer K

1 ul - BamHI (15 U/ul) 1 ul — BamHI (15 U/pl)

3 ul — BSA (%0.1) 3 ul — BSA (%0.1)

2 pl — Saf'su 2 pl — Saf'su

Bilesenler belirtilen miktarlarda ependorflara eklendikten sonra 37 °C’de bulunan sicak
su banyosunda 3 saat kesime birakilmistir ve her saat ependorflara spin islemi
uygulanmigtir. 1,5 saat sonra 1 pl BamHI enzimi ilave edilerek kesime devam

edilmistir. Kesim islemi bittikten sonra kesim tirtinleri 40 pl saf su ile saflagtirilmigtir.

Cizelge 3.7. Nhel restriksiyon enzimi ile kesim

mClover3 geni i¢in kesim PNCS-mRuby3 plazmiti icin kesim

40 pl — Saflastirilmig triin (BamHI | 40 pul — Saflagtirilmig trtin - (BamHI ile
ile kesilmis mClover3 + saf su igerir) | kesilmis pPNCS-mRuby3 + saf su igerir)

5 ul — Buffer M 5 ul — Buffer M
1 ul — Nhel (10 U/ul) 1 ul — Nhel (10 U/pl)
4 ul — BSA (%0.1) 3 ul — BSA (%0.1)

Ayni sekilde Nhel enzimi ile 37 °C’de 3 saat boyunca kesim gergeklestirilmis ve kesim

tirlinleri islem sonunda “Geneaid, Gel Extraction” kiti kullanilarak saflagtirilmistir.

Kesim trinleri icin ligasyon islemi

BamHI ve Nhel enzimleri ile kesilerek yapiskan uglu hale getirilen vektor ve gen, T4
DNA ligaz enzimi kullanilarak birlestirilmistir. Cizelge 3.8’de belirtilen miktarlarin
pipetleme islemi gerceklestirilip +16 °C’de 16 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Islem sonrast iiriinler, transformasyon islemi i¢in +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.8. Ligasyon bilesenleri ve miktarlari

Ligasyon bilesenleri Miktar

mClover3 geni (5 ng/ul) 18 ul

PNCS-mRuby3 vektorii (2 ng/ul) 3ul

T4 DNA ligaz enzimi (350 U/ ul) 1ul

T4 DNA ligaz tamponu (10x) 3ul
Transformasyon

Ligasyon {irtinlerinin transformasyon islemi asagida belirtilen prosediirii uygun olarak

gerceklestirilmistir.

-80 °C’de bulunan kompetent E. coli DH5a hiicreleri alinarak ¢oziilmesi ig¢in buz
icerisinde bekletilmistir.

+4 °C’de bekletilen ligasyon iiriinleri ve ligasyonun gerceklesecegi bos mikrotiipler
buz igerisine yerlestirilmistir.

200 pl kompetent hiicre alinarak bos mikrotiipe pipetleme islemi yapilmistir.
Uzerine ise 5 pl ligasyon iiriinii ilave edilerek hafifce karistirilmistir ve 1 saat
boyunca buz icerinde bekletilmistir.

1 saatin sonunda tiipler buzdan alinarak 42 °C’de bulunan sicak su banyosunda 2 dk.
boyunca 1s1 sokuna maruz birakilmistir.

Ardindan tekrar buza yerlestirilerek 5 dk. bekletilmistir.

Islem sonunda mikrotiip iizerine 200 ul LB siv1 besiyeri eklenerek 37 °C’de 210
rpm’de 30-45 dk. boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Daha sonra her bir mikrotiip i¢erisindeki karigim antibiyotik igeren LB agar petrilere

yayma ekimi yapilarak 37 °C’de 16 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Plazmit DNA saflastirma

37 °C’de inkiibasyona birakilan antibiyotikli petrilerde koloni olusumu gézlemlenmistir.

Ardindan, 4 pl ampisilin (100 pg/ul) alinarak 4 ml’lik LB sivi besiyeri igeren tiiplere

eklenmistir. Petrilerde biiyiilyen kolonilerden bir tane alinarak antibiyotikli sivi

besiyerine tek koloni ekimi yapilmistir.
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Her bir tiipe farkli koloni ekimi gergeklestirilmistir. LB besiyeri igeren 4 ml’lik tiipler
37 °C’de c¢alkalamali inkiibatorde 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Gece boyu
bliyiiyen hiicreler 2 ml’lik mikrotiiplere alinarak 15 000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapilarak
toplanmistir. Bu hiicrelerden plazmit DNA saflastirma islemi ise “Geneaid, Presto™

Mini Plasmid” Kiti yardimiyla belirtilen prosediire uygun olarak gerceklestirilmistir.

Dogrulama kesimi

Plazmitlerin, E. coli DH5a hiicrelerinden saflastirildiktan sonra genin vektor igerisine
ligasyon ile yerlesip yerlesmedigini tespit etmek amaciyla belirlenen restriksiyon
enzimleri ile kesim islemi gergeklestirilmistir. Plazmitlerin, BamHI ve Nhel enzimleri
ayn1 anda yliksek verimlilikte kesimin gerceklestirilebilmesi i¢in uygun tampon mevcut
olmadigindan dolay: iki asamali olarak kesim islemi tercih edilmistir (Cizelge 3.9). ilk
olarak BamHI enzimi ile kesilerek kesim triinleri “Geneaid, Gel Extraction” Kkiti
kullanilarak saflastirilmistir. Ardindan Nhel enzimi ile ikinci asamada belirtilen kesim
islemi yapilmistir. Kesim islemi tamamlandiktan sonra kesim iiriinleri %]1’lik agaroz

jelde ytiriitiilerek analiz edilmistir.

Cizelge 3.9. Dogrulama kesimi

1. Asama 2. Asama

10 pl — Plazmit DNA (240 ng/pul) 30 ul — Plazmit DNA + Saf su
2 ul - BSA 4 ul — Buffer M

2 ul — Buffer K 4 ul — BSA

1 ul — BamHI (15 U/ul) 1 ul — Nhel (10 U/pl)

5 ul — Saf su
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DNA dizi analizi

Dogrulama kesimi sonrasi elde edilen iriinlerin jelde goriintiilenmesi sonucu
klonlamanin gergeklestigi diislinlilen ve pozitif olarak adlandirilan plazmitler tespit
edilmistir. Bu pozitif plazmitlerden DNA dizi analizini mimkiin kilacak
konsantrasyonda Ornekler hazirlanarak DNA dizilemeye gonderilmistir. DNA dizileme
islemi T7 promotor primeri kullanilarak tek yonlii olarak gergeklestirilmistir. Ardindan
pozitif plazmitlerden mClover3-mRuby3 FRET biyosensdriiniin {iretimi i¢in ¢aligmalara

devam edilmistir.

mClover3-mRuby3 FRET ciftinin tiretimi

PNCS-mClover3 plazmiti kalip olarak kullanilarak mClover3 geni PCR islemi ile
cogaltilmistir. Elde edilen mClover3 geni ve pNCS-mRuby3 plazmiti restriksiyon
enzimleri ile kesilerek ligasyona birakilmistir. Ardindan mClover3 ve mRuby3 genlerini
iceren rekombinant plazmitler elde edilmistir. Bu plazmitler yapilan dogrulama
caligmasi ile pozitif olarak adlandirilmistir. Tasarlanan bu biyosensor yapisinin iiretimi
icin E. coli BL21 pLysE hiicreleri kullanilmistir. Pozitif plazmitler, yukarida belirtilen
transformasyon prosediire uygun olarak hiicrelere transfer edilmistir. Transformasyon
islemi sonrasinda hiicreler ampisilin ve kloramfenikol antibiyotigi iceren LB agar
besiyerine yayma metoduyla ekim islemi gerceklestirilmistir ve 37 °C’de 16 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu petride gdzlemlenen
kolonilerinden ornekler alinarak, ampisilin ve kloramfenikol igeren 4 ml’lik LB sivi
besiyerlerine tek koloni ekimi yapilmistir ve 37 °C’de 240 rpm’de 16 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrast 4 ml’lik tiiplerden 1 ml hiicre kiiltiirii alinarak
ampisilin ve kloramfenikol antibiyotigi igeren 50 ml’lik LB sivi besiyerine inokiile
edilmistir. Inokiilasyondan yaklasik 2 saat sonra belirli araliklarla 50 ml’lik siv1
kiiltirden oOrnekler alinarak spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda OD (optik
yogunluk) takibi yapilmistir. Hiicrelerin OD degeri 0.6 oldugunda 50 pl IPTG (1 M)
ilave edilerek tasarlanan biyosensoriin iiretimi indiiklenmistir. Indiikleme isleminden
sonra kiiltir 37 °C’de 240 rpm’de 3 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Indiiklemeden once ve indiiklemeden sonraki 3. saatin sonunda hiicre kiiltiiriinden 1 ml

ornek alinarak SDS-PAGE analizi igin hazirlanmistir.
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3.2.2. mNeonGreen-mRuby3 FRET cifti

Plazmit tasarimi

mNeonGreen proteinine ait DNA dizisi NCBI’dan elde edilmistir (KC295282.1).
Ardindan DNA dizisi JCat kodon optimizasyonu programi kullanilarak E. coli K12
organizmasi i¢in kodon optimizasyonu yapilmistir (http://www.jcat.de/). mRuby3
proteinine ait DNA dizisi Addgene veri tabanindan elde edilmistir (plazmit katalog
numarast: 74234). Biyosensore ait DNA dizisi 5’-mNeonGreen-TEV proteaz tanima
dizisi-mRuby3-3’ seklinde tasarlanmistir. mNeonGreen DNA dizisinin 5 ucuna, Ndel
ve Ncol enzimleri i¢in tanima bolgeleri eklenmistir. mRuby3 DNA dizisinin 3 ucuna
ise sirastyla histidin kuyruk (6x-His), stop kodonu ve HindIII enzimi i¢in tanima bolgesi
eklenmistir. Bu iglemler, ilgili dizinin farkli vektorlere klonlanmasini miimkiin kilacak
sekilde modifiye edilmistir. TEV proteaz tanima dizisinin 5° ucuna BamHI, 3’ ucuna ise
EcoRI enzimi i¢in tanima dizisi eklenmistir. Bu islem, sonraki c¢alismalarda TEV
proteaz tanima dizisinin ¢ikarilarak farkli tamima dizilerinin eklenmesiyle yeni
biyosensorlerin gelistirilmesi agisindan dnemlidir. Ayrica, TEV kesim bdlgesinin her iki
yanina linker uzunlu§unun optimizasyonu ve stabilizasyon ig¢in serin ve glisin

aminoasitlerine ait kodonlar eklenmistir (Sekil 3.4).

Son olarak, tasarlanan DNA dizisinde istenmeyen restriksiyon enzim kesimlerinin
oniine gegmek amaciyla, NEB cutter V2.0 programi kullanilarak dizi tizerindeki kesim
bolgeleri tespit edilmis ve aminoasit dizisinde degisiklige neden olmayacak sekilde
gerekli diizenlemeler yapilmistir. Ilgili dizi, pET-30a vektorii icerisine klonlanmus
sekilde Biomatik firmasindan tedarik edilmistir (Sekil 3.5).
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cat atg CCA TGG

CTC GAG GAA ARC CTG TAT TTT CAG GGC

Sekil 3.4. mNeonGreen-mRuby3 FRET gifti i¢in tasarlanan plazmit. mNeonGreen DNA
dizisi igeriSinde renklendirilmis yerler istenmeyen restriksiyon kesimini 6nlemek igin,
amino asit dizisini degistirmeden kodon optimizasyonu gerceklestirilmistir. Turkuaz ile
renklendirilmis kisim, TEV proteaz tanima bolgesidir.
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Sekil 3.5. mNeonGreen-mRuby3 genlerini i¢ceren pET-30a vektorii (Biomatik, 2019)

mNeonGreen-mRuby3 FRET biyosensoriiniin tiretimi

Ticari olarak elde edilen mNeonGreen-mRuby3 plazmiti 100 ng/ul konsantrasyona
seyreltildikten sonra 1 ul plazmit alinarak, kompetent E. coli BL21 pLysE, E. coli
C41(DE3) ve E. coli DH5a hiicrelerine bashik 3.2.1°de belirtilen prosediire uygun
olarak transformasyon islemi gergeklestirilmistir. Ardindan BL21 pLysE hiicreleri,

kanamisin ve kloramfenikol; C41(DE3) ve DH5a hiicreleri ise sadece kanamisin

antibiyotigi igeren LB agar besiyerlerine yayma ekimi yapilmustir.
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Petriler 37 °C’de 16 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
petrilerde gozlemlenen koloniler alinarak, ilgili hiicrelere ait antibiyotikleri igeren, 4
ml’lik LB siv1 besiyerlerine tek koloni ekimi yapilmistir ve 37 °C’de 240 rpm’de 16
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda E. coli BL21 pLysE, E. coli
C41(DE3) ve E. coli DH5a hiicreleri igin uygulanan prosediirler asagida belirtilmistir.

E. coli BL21 pLysE hiicrelerinin 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda, 4 ml’lik tiiplerden 1
ml hiicre kiiltiiri alinarak, kanamisin ve kloramfenikol antibiyotiklerini i¢eren 50 ml’lik
LB siv1 kiiltiirlere inokiilasyon islemi gergeklestirilmistir. 50 ml’lik sivi kiiltiirlerde
biiyiiyen E. coli BL21 pLysE hiicrelerinden, inokiilasyondan sonra belirli araliklarla
ornekler alinarak spektrofotometrede 600 nm’de OD o6lgiimleri yapilmistir. OD degeri
0.6 oldugunda 50 ul IPTG (1 M) ile indiikklenmistir. Ardindan hiicreler 37 °C’de 240
rpm’de 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir. 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda ve
indiiklemeden 6nce SDS-PAGE analizi igin hiicre kiiltiirlerinden 1 ml 6rnek alinmistir.
Alinan Ornekler SDS yiikleme tamponu ile muamele edilerek 100 °C’de 5 dk.
kaynatilarak hazir hale getirilmistir. E. coli BL21 pLysE hiicrelerinden protein
saflagtirma islemi yapilmaksizin sadece SDS-PAGE analizi gergeklestirilmistir.

E. coli C41(DE3) hiicrelerinin 16 saatlik inkiibasyonu sonrasinda 4 ml’lik siv1 kiiltiir,
kanamisin antibiyotigi iceren 600 ml’lik LB sivi besiyerine inokiile edilmistir. OD
degeri 0.6 oldugunda 600 ul IPTG (1 M) ile indiiklenmistir. Indiikleme isleminden 3
saat sonra hiicreler 8 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplanmistir. Daha sonra
parcalanmak tizere -20 °C’de saklanmistir. SDS-PAGE analizi igin indiikleme 6ncesi ve

sonrasina ait hiicre 6rnekleri alinmustir.

E. coli DH5a hiicreleri ise 13-16 saatlik inkiibasyon sonrasinda kanamisin antibiyotigi
iceren 600 ml’lik LB sivi besiyerine 4 ml hiicre kiiltiirii inokiile edilerek, IPTG ile
indiikleme islemi yapilmaksizin 37 °C’de 240 rpm’de yaklastk 20 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan hiicreler 8 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek

toplandiktan sonra par¢alanmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Hiicrelerin parcalanmasi

-20 °C’de bulunan hiicreler ¢ikarilarak ¢oziilmesi i¢cin buza gomiilmiistiir. Santrifiij
tiiplerinde bulunan hiicrelerin iizerine lizis tamponu eklenerek vorteks yardimiyla
hiicreler silispanse hale getirilmistir. Ardindan bu karistm cam bir behere alinarak
tizerine lizozim enzimi, PMSF ve benzamidin eklenmistir. Beher igerisindeki hiicreler
yaklagik +4 °C’de 1 saat boyunca sonikatoér yardimiyla parcalanmistir. Pargcalama
sonrast, 6 000 rpm’de 10 dK. santrifiij islemi yapilarak pargalanmayan hiicreler
uzaklastirilmistir. Santrifiij sonrasi ¢okmeyen hiicre lizat1 ise 30 000 rpm’de 1 saat

santrifiij edilerek hidrofobik bilesenler ¢oktiiriilmiistiir.

Afinite kromatografisi ve saflastirma islemi

Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant, yaklasik 1 ml Ni-NTA agaroz rezin igeren
kolona yiiklenmistir. Bu sayede proteinlerin kolona tutunma islemi gergeklestirilmistir.
Daha sonra kolondan yikama tamponu gecirilerek kolona zayif tutunan proteinlerin
uzaklastirilmas1 saglanmistir. Son olarak, imidazol igeren eliisyon tamponunun
gecirilmesiyle, kolona tutunmus proteinlerin saflagtirilmasi islemi gergeklestirilmistir.
Kolona tutunmus proteinler kiigiik fraksiyonlar halinde saflastirilmistir. Elde edilen
proteinlerin safligi ve miktar1 spektrofotometre cihazinda analiz edilmistir. Saflagtirma
isleminin her asamasinda 6rnekler alinarak SDS-PAGE analizde kullanmak iizere SDS
yiikkleme tamponu ile muamele edilip 100 °C’de 5 dk. kaynatilarak hazir hale

getirilmistir.

3.2.3. TEV proteaz enziminin iiretilmesi ve saflastiriimasi

TEV proteaz geni i¢eren plazmitin, baglik 3.2.1°de uygulanan prosediire uygun olarak E.
coli BL21 pLysE hiicrelerine transformasyonu gergeklestirilmistir. Transformasyon
sonrasi hiicreler ampisilin ve kloramfenikol antibiyotikleri igeren LB agar besiyerine
yayma ekim yapilmistir. 16 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 4 ml’lik
LB besiyerlerine tek koloni ekimi yapilarak 37 °C’de 240 rpm’de 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 4 ml’lik hiicre kiiltiirii, ampisilin ve kloramfenikol

antibiyotiklerini igeren 600 ml’lik LB siv1 besiyerine inokiile edilerek 37 °C ve 240
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rpm’de biiyimeye birakilmistir. Hiicreler, OD degeri 0.6 oldugunda IPTG (1 M) ile
indiiklenerek 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, inkiibasyon sonrasi hiicreler 8
000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplandiktan sonra pargalama islemi ic¢in -20
°C’de saklanmistir. Baslhik 3.2.2°de belirtilen prosediire uygun olarak hiicrelerin
pargalanmas1 ve saflastirilmasi islemi gergeklestirilmistir. Belirli asamalarda alinan

ornekler SDS-PAGE’de analiz edilmistir.

3.2.4. TEV proteaz kesimi

Kolondan imidazol yardimiyla saflastirllan TEV proteaz enzimi ve mNeonGreen-
mRuby3 flizyon proteininden imidazolun uzaklastirilmas: i¢in 1x TEV proteaz
tamponuna kars1 yaklasik 16 saat diyaliz islemi gergeklestirilmistir. Diyaliz sonrasi
TEV proteaz enzimi (3,5 mg/ml) ve mNeonGreen-mRuby3 fiizyon proteininin (6
mg/ml) konsantrasyonlart spektrofotometre cihazinda Olgiilmiistiir. Ardindan 6 adet
mikrotiip icerisine Cizelge 3.10°da belirtildigi sekilde, miktar ve bilesenler eklenerek
etiketleme iglemi yapilmigtir. 1 ve 2 numarali tiip kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica
-merkaptoetanol’iin renk degisimi iizerinde bir etkisinin olup olmadigin tespit etmek
amaciyla 4 ve 6 numarali tiiplerde B-merkaptoetanol igeren tampon kullanilarak
reaksiyonlar olusturulmustur. mNeonGreen-mRuby3 flizyon proteini TEV proteaz

enzimi ile 30 °C’de 3 saat kesime birakilmustir.

Cizelge 3.10. mNeonGreen-mRuby3 fiizyon proteininin TEV proteaz enzimi ile kesimi
(A: merkaptoetanol icermeyen 1x TEV proteaz tamponu, B: B-merkaptoetanol igeren 1x
TEV proteaz tamponu)

TEV proteaz
. - 50 pl 65 ul - 25 pul 25 pul
enzimi

140 Wl A+ | 140 ul | 140 ul

1x TEV tamponu | 165l A | 150 pl A | 100 pl A
25 1l B A B

mNeonGreen-
35ul - 35ul 35ul 35 ul 35 ul

mRuby3 proteini
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Kesim islemi tamamlandiktan sonra mikrotiiplerde meydana gelen renk degisimi
goriintiilenmistir (Sekil 4.9). Ayrica kesim driinlerinden ornekler alinarak SDS-
PAGE’de analiz edilmistir (Sekil 4.10).

3.2.5. Spektroflorometre analizi

Uretilen FP-FRET biyosensoriiniin TEV enzimi ile kesimi sonrasi1 elde edilen iiriinlerin
spektroflorometre cihazinda emisyon dalga boylarma bakilmistir. 1, 3, 4, 5 ve 6
numarali mikrotiiplerde bulunan kesim {riinlerinden 50 pl 6rnek alinarak Ol¢timiin
yapilabilmesi i¢in uygun konsantrasyona seyreltilmistir. Ardindan 510-700 nm dalga
boyu arahiginda emisyon olgiimii yapilmistir. Olgiimler cihazda emisyon modu

programinda, 5 nm veri araliginda ve oda sicakliginda gergeklestirilmistir (Sekil 4.11).

55



4. BULGULAR
4.1. mClover3-mRuby3 FRET Cifti
4.1.1. mClover3 geninin PCR ile ¢ogaltilmasi

Baglik 3.2.1°de belirtilen prosediirii uygun olarak gergeklestirilen PCR islemine ait
tirtinler %1°lik agaroz jelde yiiriitilmiistiir. Ardindan ¢ogaltilan mClover3 geni, jelden

kesilerek “Geneaid, Gel Extraction” Kiti yardimiyla saflastirilmistir.

~21226 bg
~5148 bg

~2027 bg

~ 947 bg
~ 831 bg

~ 154 bg

~ 736 b¢ mClover3 geni

Sekil 4.1. mClover3 geninin PCR islemi ile g¢ogaltilmasi ve %]1’lik agaroz jelde
yiiriitiilmesi sonucu elde edilen jel goriintiisii. 1,3,4 ve 6. kuyucuklarda goriintiilenen
bantlar mClover3 geni ve son kuyucukta ise DNA marker (Promega, Lamda
Hindlll/EcoRl)

4.1.2. Restriksiyon enzimleri ile dogrulama kesimi

PCR islemi ile elde edilen mClover3 geni ve E. coli DH5a hiicrelerine transformasyon
yapilarak ¢ogaltilan pNCS-mRuby3 vektorii belirlenen restriksiyon enzimleri ile
kesildikten sonra ligasyon islemi gergeklestirilmistir. Ardindan E. coli DH5a
hiicrelerine transformasyon yapilarak ve petride biiyliyen kolonilerden, antibiyotik

igeren 4 ml’lik LB siv1 besiyerine ekim iglemi yapilmustir.
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Daha sonra sivi kiiltiirde biliyliyen hiicrelerden plazmit DNA saflagtirma islemi
yapilmistir ve saflastirilan plazmitler klonlamada kullanilan restriksiyon enzimleri ile

dogrulama kesimi islemi 3.2.2°de belirtilen prosediire uygun olarak gerceklestirilmistir.

~21226 bg

~ 5148 bg
~ 3600 bg vektor

~2027 bg

~ 947 bg
~ 831 be

~ 736 b¢ mClover3 geni ~ 154 be

Sekil 4.2. Ligasyon sonrasi hiicrelerden saflastirilan plazmitlerin dogrulama kesimine
ait Urlinlerin %1°lik agaroz jel goriintiisi. 1 ve 2 numarali kuyucuklar, kesim sonucu
olugan yaklasik 736 b¢ uzunlugundaki mClover3 genini igeren pozitif plazmitler; M
harfi, DNA marker (Promega, Lamda HindIII/EcoRI)
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4.1.3. DNA dizi analizi

File: FRET_B2 TTpromoter.abl Rem Ended: 20158/8/1 19:10:7 Signal G-3560 A-5067 C-5480 T-5062
Sample: FRET B2 Tipremoter Lawne: 80 Base spacing: 14.776024 1503 bases in 10287 scans Page 2 af 2

B30 &40 HED G600 6T B0 GE0 To0 T F20 TiD Tam
GAACTGCATCAAGGCT AACTTCAAGATCCGOCACAACGTT SAGGACGECAGCGTGC AGCT CGUCG ACCAC T ACCAGCAG AACACDCCCAT CGGCGACGGLC CCETECTGUCTGCCCG ACAACCACT

o et ool e e ot o

750 Tel T TEO Te B0 BLD B0 3D A0 BED 60
ACCTGAGLCATCAGT CCAAGCTGAGCAAAGACCCCAADGAG AAGCGCGAT CACATGET CCTGCTGGAGTTCGTGACCGUCG CCGEGEAT TAC ACATGEGECATGG ACGAGCT GTACAAGCT TG AAAA

o e fif o 0 Ny all I afhaflanda | A Al | i ﬁ' i . " .
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BT BB 0 00 S10 10 S0 Lot Q50 P60 a7 SED a0
CCTGTATTTTCAGHFGCGGET G AGGATCCGATEGTGTCT A4 GGFECG A AGAGETGAT CanGE Aan anT ATGCGET ATGAAGETGGTCATGGE A A GETT OGGET CAnC GECCACCAATTCAAATGEA CAGHETE
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\(JG G WGGC AGACCGET ACGEA GEGAACTC A CCATGAGEATCAAAGTC AT CG AGGEGAGGEACCCCTGECCATTTGCCTTTGACATTCT TGUC ACGTCGTTCATGT ATGGECAGCCGT ACTTTT AT

[ ,I an e | ! N | ol fo- ! Wy
Al A e A A e e e e oo e
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CAAMGTACCCHEEC GACAT CCOTGATTTC TTT AAACGTCOTTTT COGEAGEGGTTTT A TTTGGG AAAAAATTTC AAGAT ACKR AAAAAGGEFEGAATCTTC A CC GIC ACC CAGGACACADOCCCTTT
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Sekil 4.3. Pozitif plazmite ait DNA dizi analizinin kromatogram goriintiisii (Macrogen)
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Teorik olarak tasarlanan DNA dizisi ile pozitif plazmite ait kromatogramdan (Sekil 4.3)
elde edilen DNA dizisi, ¢oklu dizi karsilastirma programi ‘Clustal Omega, Multiple
Sequence Alignment’ kullanilarak karsilastirilmistir. PCR ile ¢ogaltilan mClover3
geninin, pNCS-mRuby3 vektorii igerisine klonlama islemi gergeklestigi goriilmiistiir.
Ardindan kromatogramdan elde edilen DNA dizisi ‘ExPASy Translate Tool” programi
kullanilarak amino asit dizisine donistiirilmiistiir (Sekil 4.4). Fakat PCR islemi
sirasinda, DNA dizisinde meydana gelen mutasyon sonucu ¢ergeve kaymasi olusmustur.
‘ExPASy ProtParam’ programi kullanilarak, cerceve kaymasi sonucu elde edilen

aminoasit dizisinin yaklasik 24 kDa agirliginda bir protein sentezledigi goriilmustiir.

MRGSHHHHHHGMASMV EKGEELFTGVVEPILVELDGDVNGHEF SVRGEGEGCDATNGELTL
RFICTTGRELPVPWPTLVTITEFGYGVACFSRYPDHMEQHDFFESAMPEGYVOERTISFREDD
GTYETRAEVEFEGDTLVNRIELEGIDFREDGNILGTSWSTTSTATTEISRPTSERTASE
LTESRESATTLRTARACSSPTTTSRT PPEATAPCCCPTTTT-ATSEPS-AKTPTRSATTWSCW
SE-PPPCLHMAWTSCTSLETCIFEAVEIRWCLEAE S -SEETCV-EWEWEVESTATNENA
OVEGEGREPYEGTOTMRIEVIEGGPLEPFAFDILATSFMYGSRTEF IRYPADTIPDEFFERPEE
EGFIWERTSRYOQRRGESSTVTODT PPLGRANSSTT SRGERGEI FSORGRGWEERTEGVG

Sekil 4.4. Dizileme sonucu elde edilen amino asit sekansi

4.1.4. SDS-PAGE goriintiisii

Restriksiyon enzimleri ile yapilan dogrulama kesimi sonrasi pozitif olarak belirlenen
plazmitlerin E. coli BL21 pLysE hiicrelerine transformasyonu gergeklestirilmistir.
Transformasyon sonrasi petrilerden alinan koloniler ampisilin ve kloramfenikol iceren 4
ml’lik LB si1v1 besiyerlerine ekim yapilarak 37 °C ve 240 rpm’de 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan hiicre Kkiiltiirleri ilgili antibiyotikleri iceren 50 ml’lik LB
besiyerlerine inokiile edilerek 37 °C ve 240 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.
Hiicrelerin OD degeri 0.6 oldugunda protein iiretimi i¢in ITPG ile indiiklenmistir. Hiicre
kiltirinden alinan ornekler SDS-PAGE’de analiz edilmistir (Sekil 4.5). Yapilan
calismalar sonucu yaklasik 55 kDa agirliginda olmast beklenen FP-FRET fiizyon

proteinin tiretimi gerceklesmemistir.
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100 kDa
75 kDa
50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa

10 kDa

Sekil 4.5. mClover3-mRuby3 ¢iftine ait SDS-PAGE gériintiisii. 1 ve 3 numara, pozitif
plazmiti i¢eren indiikleme Oncesi hiicreler; 2 ve 4, pozitif plazmiti igeren indiikleme
sonrasi hiicreler, 5 ve 6 numara sirastyla indiikleme oncesi ve sonrasi kontrol E. coli
BL21 pLysE hiicreleri ve M, protein marker (Biorad, Precision Plus Protein Standarts,
All Blue)

4.2. mNeonGreen-mRuby3 FRET Cifti
4.2.1. mNeonGreen-mRubya3 ¢iftinin iiretilmesi ve saflastirilmasi

mNeonGreen-mRuby3 plazmiti E. coli BL21 pLysE hiicrelerine transfer edilmistir.
Transformasyon petrisinden 3 farkli koloni alinarak kanamisin ve kloramfenikol igeren
4 ml’lik LB siv1 besiyerlere tek koloni ekimi yapilmistir 37 °C ve 240 rpm’de 16 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 kiiltiirler ilgili antibiyotikleri igeren 50
ml’lik LB sivi besiyerlerine inokiile edilmistir. OD degeri 0.6 oldugunda hiicre
kiiltirleri TIPTG ile indiiklenmistir. Ardindan hiicreler 37 °C ve 240 rpm’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Hiicre kiiltiirlerinden 6rnekler alinarak SDS-PAGE’de analiz
edilmistir (Sekil 4.6).
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70 kDa

30 kDa

25 kDa

Sekil 4.6. mNeonGreen-mRubya3 ciftinin E. coli BL21 pLysE hiicrelerinde tiretimine ait
SDS-PAGE goriintiisii. 1, 3 ve 5. Kuyucuklar indiikleme oncesi E. coli BL21 pLysE
hiicrelerine ait 6rnekler, 2, 4 ve 6. indiikleme sonras E. coli BL21 pLysE hiicreleri, 7.
Protein marker (Thermo Scientific, PageRuler Plus Prestained Protein Ladder)

mNeonGreen-mRuby3 plazmitinin E. coli C41(DE3) hiicrelerine transferi sonrasi
olusan kolonilerden, kanamisin antibiyotigi iceren 4 ml’lik LB siv1 besiyerine tek koloni
ekimi yapilmistir. 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildiktan sonra 4 ml’lik kiiltiiriin
tamami, kanamasin antibiyotigi igeren 600 ml’lik LB siv1 besiyerine inokiile edilmistir.
OD degeri 0.6 oldugunda hiicreler IPTG ile indiiklenmistir. Indiikkleme isleminden 3
saat sonra hiicreler 8 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplanmistir. Ardindan
hiicreler baslik 3.2.2°de belirtilen prosediirlere uygun sekilde pargalanmis ve
saflastirilmistir. Belirli asamalarda aliman 6rnekler SDS-PAGE’de analiz edilmistir

(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. mNeonGreen-mRuby3 ¢iftinin E. coli C41(DE3) hiicrelerinde iiretimine ait
SDS-PAGE goriintiisii 1. Indiikleme oncesi hiicre Kkiiltiiriinden alman &rnek, 2.
Indiikleme sonrasi kiiltiir 6rnegi, 3. Ultrasantrifiij sonras1 pelet, 4. Ultrasantrifiij sonrasi
siipernatant, 5. Siipernatantin kolona verildikten sonra asagida biriken sividan alinan
ornek, 6. Kolondan yikama tamponunun gegirilmesinden sonra asagida biriken sividan
alinan 6rnek, 7. Protein marker (Bio Basic Prestained Protein Ladder) 8. Eliisyon

mNeonGreen-mRuby3 plazmitinin E. coli DH5a hiicrelerine transformasyonu
sonrasinda Kanamisin antibiyotigi igeren LB agar besiyerine yayma ekim yapilarak 37
°C’de 16 saat inkiibasyona birakilmigtir. 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda 4 pl
kanamisin (50 mg/ml) antibiyotigi i¢eren 4 ml’lik LB siv1 besiyerine tek koloni ekimi
yapilmigtir ve 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrast 4 ml’lik
hiicre kiiltiiriiniin tamam1 600 pl kanamisin (50 mg/ml) antibiyotigi iceren 600 ml’lik
LB sivi besiyerine inokiile edilmistir. IPTG ile indiikleme islemi yapilmaksizin 37
°C’de 240 rpm’de yaklasik 20 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan
hiicreler 8 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplandiktan sonra hiicreler baslik
3.2.11°de belirtilen sekilde pargalanmistir. Daha sonra baslik 3.2.2°de Dbelirtilen
prosediirii uygun olarak saflastirilmistir. Belirli asamalarda alinan 6rnekler SDS-

PAGE’de analiz edilmistir (Sekil 4.8).
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FP-FRET

Sekil 4.8. mNeonGreen-mRuby3 FRET ¢iftinin E. coli DH5a hiicrelerinden
saflastirilmasia ait SDS-PAGE goriintiisi. 1. Hiicre inokiilasyonundan 2 saat sonra
kiiltirden alinan Ornek, 2. Inokﬁlasyondan 4 saat sonra hiicre kiltiirinden alinan 6rnek,
3. Parcalama sonrasit peletten alman o©rnek, 4. Ultrasantrifiij sonrasi pelet, 5.
Ultrasantrifiij sonrasi siipernatant, 6. Siipernatantin kolona verildikten sonra asagida
biriken sividan alinan 6rnek, 7. Kolondan yikama tamponunun gegirilmesiyle asagida
biriken sividan alinan 6rnek, 8. Protein marker (Thermo Scientific Prestained protein
ladder), 9. Kolondan eliisyon tamponu gegirdikten sonra asagida biriken sividan alinan
ornek

4.2.2. mNeonGreen-mRubya3 ciftinin TEV proteaz ile kesimi

Saflagtirilan mNeonGreen-mRuby3 FRET cifti TEV proteaz enzimi ile baglik 3.2.4°te
belirtilen prosediire uygun olarak ve Cizelge 3.10’da belirtilen sekilde etiketlenerek
kesime birakilmigtir. Kesim sonrast mikrotiipler Sekil 4.9(a)’da gosterilmistir. Kesim
oncesi mikrotiiplerin goriintiisii Sekil 4.9(a)’da bulunan 1. ve 4. (soldan) mikrotiipler ile
aynt renktedir ¢iinkii bu mikrotiipler TEV proteaz enzimi icermez. Bu yiizden kesim
sonrasinda 1. ve 4. mikrotiplerde renk degisiminin meydana gelmesi
beklenmemektedir. Fakat 3., 5. ve 6. mikrotiiplerde renk degisimin meydana geldigi
goriilmektedir. Bu durum, mNeonGreen-mRuby3 FRET biyosensoriinde ilgili bolgenin
TEV enzimi ile kesilerek FP-FRET biyosensoriinde renk degisimi meydana getirdigini
ifade etmektedir. Ayrica 5. ve 6. mikrotiiplerde meydana gelen reaksiyonlarda B-

Merkaptoetanol’iin renk degisimi lizerine etkisi incelenmistir.
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5. mikrotiipte B-Merkaptoetanol icermeyen, 6. mikrotiipte ise p-Merkaptoetanol i¢eren
tampon kullanilmistir. 6. mikrotiipte rengin daha ¢ok a¢ildig1 gézlemlenmistir. Fakat -
Merkaptoetanol igermeyen 3. mikrotiip ile karsilastirlldiginda gozle goriliir bir fark
olmadig1r goriilmektedir. Bu yiizden B-Merkaptoetanol’iin renk degisimi iizerinde
dogrudan etkisi oldugu soylenemez. Renk degisiminin meydana gelmesi i¢in TEV
enzimi ile kesim isleminin ger¢eklesmesi gerektigi goriilmektedir. Sekil 4.9(b)’da kesim

sonrast tirtinlerin UV 151k altindaki floresan 1simalart gézlemlenmektedir.

Sekil 4.9. (a) 1-6. (soldan) numuneler kesim sonrast iiriinlere ait goriintiisii, (b) UV 151k
altindaki goriintiisii
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Kesim sonrasi iiriinlerde meydana renk degisimleri gozlemlendikten sonra kesim
iirtinlerinin SDS-PAGE’de analizi gerceklestirilmistir. Kesim bilesenlerinin gosterildigi
Cizelge 3.10°da belirtildigi iizere, 1 ve 4 numarali kuyucuklarda sadece yaklagik 55 kDa
agirhigindaki mNeonGreen-mRuby3 FRET ¢ifti bulunmaktadir. 2 numarali kuyucukta
ise sadece yaklasik 27 kDa agirligindaki TEV proteaz enzimi gozlenmektedir. 3, 5 ve 6
numarali kuyucuklarda ise mikrotiiplere eklenen 55 kDa agirligindaki mNeonGreen-
mRuby3 FRET ciftinin TEV proteaz ile kesilmesi sonucu, biyosensore ait yaklasik 26
kDa agirligindaki fragmentler ve 27 kDa agirligindaki TEV proteaz goriilmektedir
(Sekil 4.10).

70 kDa
FP-FRET
50 kDa
40 kDa
35 kDa
TEV proteaz
25 kDa

Kesim urinleri ’.

Sekil 4.10. mNeonGreen-mRuby3 FRET biyosensoriiniin TEV proteaz ile kesimine ait
SDS-PAGE goriintiisii. 1 ve 4 numarali kuyucuklar sadece FP-FRET biyosensoriinii, 2
numaralt kuyucuk sadece TEV proteaz enzimini icermektedir. 3, 5 ve 6 numarali
kuyucuklar ise FP-FRET biyosensoriiniin TEV proteaz ile kesimi sonucu olusan
tiriinleri ve TEV proteaz enzimini icermektedir. 7, Protein marker (Bio Basic Prestained
Protein Ladder)
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4.2.3. Spektroflorometre analizi

mNeonGreen-mRuby3 FRET ciftinin TEV enzimi ile Kkesilerek SDS-PAGE’de
kantitatif analizi yapildiktan sonra spektroflorometre cihazinda, kesim {irlinlerinin
emisyon dalga boylarina ait olgtimler gergeklestirilmistir. 2 numarali 6rnek harig
tutularak (mNeonGreen-mRuby3 FRET gifti igermez) 1, 3, 4, 5 ve 6 numarali kesim
trtinleri 507 nm dalga boyunda uyarilarak 510-700 nm arasindaki emisyon dalga
boylarma bakilmigtir. SDS-PAGE’de analiz edildigi iizere, 1 ve 4 numarali 6rnekler
kontrol olarak kullanildigindan kesim islemi ger¢eklesmemistir. Bu yiizden
mNeonGreen-mRuby3 cifti arasindaki baglanti bolgesi korunmaktadir. Sekil 4.11°de 1
ve 4 numarali grafiklerde goriildiigii gibi 507 nm dalga boyunda uyarilan mNeonGreen-
mRuby3 FRET ¢ifti 517 nm ve 572 nm olmak iizere iki dalga boyunda pik vermektedir.
517 nm’de bulunan pik, mNeonGreen floresan proteinin emisyon dalga boyudur
(Rezonans enerji transferindeki verim arttik¢a bu emisyondaki pikin azalmasi beklenir).
572 nm ise, uyarilan mNeonGreen enerjisinin bir kismini emisyon enerjisi olarak
kullanirken kalan kismint mRuby3 floresan proteinine transfer ederek mRuby3
proteinin uyarilmasimi saglar. Bu sekilde uyarilan mRuby3 floresan proteini 572 nm

dalga boyunda emisyon vermektedir.

Fakat 3, 5 ve 6 numarali 6rneklerde TEV enzimi ile kesim isleminin gergeklestigi yani
mNeonGreen-mRuby3 cifti arasindaki baglantinin kesilerek, mNeonGreen ve mRuby3
seklinde iki ayri floresan protein meydana getirdigi bilinmektedir. Bu durum, iki
floresan arasinda dogrudan rezonans enerji transferinin ger¢eklesmeyecegini ifade
etmektedir. Sekil 4.11°de 3,5 ve 6 numarali grafikte kesim {iriinlerinin 507 nm dalga
boyunda uyarilmasi sonucunda 517 nm dalga boyunda emisyon vererek rezonans enerji

transferinin gerceklesmedigi gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.11. mNeonGreen-mRuby3 biyosensoriiniin kesimi sonrasi emisyon Ol¢iimleri.
TEV proteaz kesimi sonrasi 1, 3, 4, 5 ve 6 numarali kesim {irlinlerine ait emisyon dalga
boylari
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E. coli DH5a hiicrelerinde iiretilen ve saflastirilan mNeonGreen-mRuby3 FRET
biyosensoriiniin TEV enzimi ile kesime ugramadan onceki ve sonraki emisyon dalga
boylarinda ve floresan 1s1mada meydana gelen degisiklikler Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te
gosterilmektedir.
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Sekil 4.12. FP-FRET biyosensoriiniin kesim Oncesine ait gorselleri. 1 numarali rnege
ait emisyon Ol¢iimii (a), saflastirilan mNeonGreen-mRuby3 biyosensoriiniin uyarilmasi
sonucu meydana gelen floresan 1s1ma goriintiisii (b), biyosensoriin sematize hali (C)
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Sekil 4.13. FP-FRET biyosensoriiniin kesim sonrasina ait gorselleri. 3 numarali kesim
tirlinline ait emisyon dalga boyu grafigi (a), biyosensoriin uyarilmasi sonucu meydana
gelen floresan 1s1ma goriintiisii (b), biyosensoriin sematize edilmis hali (¢)
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5. TARTISMA VE SONUC

FP-FRET biyosensorlerinin, transfeksiyon araciligiyla in vitro ve in vivo kosullarda
hiicre igerisine giriginin kolay olmasina karsin, kimyasal boya veya kuantum noktacik
temelli FRET biyosensorlerinin hiicrelere girisinde birtakim zorluklar bulunmaktadir.
Ayrica, kimyasal boya veya kuantum noktacik temelli FRET biyosensorleri canli
hiicrelerde stabil degildir (Masharina vd., 2012). Genetik olarak kodlanabilen bu
biyosensorler, plazmit DNA’nin transfeksiyonu ile hiicrelere, dokulara ya da tiim
organizmaya aktarilabilmektedir. Boyle bir biyosensor yaklasimin en biiyiik avantaji
non-invazif bir metot olmasi ve hiicrelere zarar vermemesidir. Floresan proteinlerin
cogu durumda, konakg1 hiicreler i¢in toksik olmadigi gésterilmistir (Wang vd., 2009).
Bununla birlikte, FP-FRET biyosensorleri, FP'lerin yiiksek hiicre i¢i stabilitesi
nedeniyle hiicrelerde uzun siire kalabilmektedir. Gelistirilmis optik ozelliklere sahip
FP'lerin ¢esitliligi, yiiksek FRET verimliligine sahip FRET ciftlerini olusturmak i¢in
FP'lerin secilmesini ve yiiksek hassaslikta FRET biyosensorlerinin gelistirilmesini
miimkin kilmigtir (Bajar vd., 2016b). Genetik olarak kodlanabilen floresan protein
temelli biyosensorler, zaman ve mekana ait veri akisin1 koruyarak hiicre igindeki belirli
biyokimyasal veya biyolojik tanima siireclerinin  goriintiilenmesine  olanak
saglamaktadir (Ibraheem ve Campbell, 2010). Bu baglamda, floresan proteinler ve
floresan temelli biyosensorler in vivo uygulamalarda giiglii araglar haline gelmektedir
(Wang vd., 2009).

Tim FRET biyosensorlerde, optimum FRET iftlerinin segilmesi, tasarlanacak
biyosensorlerin performansi agisindan en 6nemli parametredir (Piston ve Kremers,
2007). Bajar ve ark. (2016) tarafindan mClover3-mRuby3 veya mNeonGreen-mRuby3
ciftinin, kiltiire edilmis hiicrelerde kullanildiginda fotostabilite, parlaklik ve FRET

dinamik aralig1 a¢isindan en iyi segimlerden biri oldugu ortaya konulmustur.

Ayrica FP-FRET biyosensorlerinde baglayict  (linker) uzunlugu da Onemli
parametrelerden biridir. Cogu durumda, flizyon proteininin iki bilesenini birlestiren
linker yeterince uzun ve esnek olmadiginda, ilgili proteinler arasinda sterik engelleme
veya katlanma etkilesimi meydana gelebilir. Genel olarak, linker esnek, ¢6ziiniir ve
proteolize kars1 direngli olmali ve ikincil bir yapiya veya agregaya sahip olmamalidir

(Shimozono ve Miyawaki, 2008). Genetik olarak kodlanan FP-FRET biyosensdrlerinin
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tasarimi kullanim amacina gore birtakim farkliliklar gostermektedir. Genel olarak,
iyonlar, molekiiller, enzimatik aktivite, oksidasyon-rediiksiyon olaylar, membran
potansiyeli ve kanal konformasyonundaki degisiklikler ve hiicre dongiisiiniin asamalar1
gibi ¢esitli hiicresel hedefler igin ¢ok sayida farkli biyosensorler gelistirilmistir (Palmer
vd., 2011). Bu yiizden FP-FRET biyosensoérlerinde kullanilan ideal bir linker uzunlugu
yoktur. Yapilan ¢alismanin amacina uygun olarak farkli linker uzunluklar
kullanilmaktadir. Ornegin, Mitra ve ark (1996) tarafindan, Faktor Xa proteaz aktivitesi
ile ilgili yapilan ¢aligmada 20 amino asit uzunlugunda bir linker kullanilmistir (Mitra
vd., 1996). Tripsin enziminin proteolitik aktivitesi lizerine yapilan bir diger caligmada
ise 25 amino asitlik bir linker olusturulustur (Heim ve Tsien, 1996). Kaspaz-3 enzim
aktivitesine ait biyosensor tasariminda 20 amino asitlik bir linker kullanilmigtir (Nguyen
ve Daugherty, 2005). MMP-2 enzim aktivitesinin tespiti i¢in gelistirilen FP-FRET
biyosensoriinde 12 aminoasit iceren linker kullanilmistir (Yang vd., 2007).
mNeonGreen-mRuby3 floresan ¢iftlerinin kullanildigr bir calismada FRET etkinliginin

incelenmesinde ise 8 amino asitlik bir linker kullanilmistir (McCullock vd., 2020).

Ayrica linker esnekligi s6z konusu oldugunda bir peptit zincirine en biiyiik esnekligi
veren amino asit, en kiigiik yan zincire sahip olan glisindir. Bu nedenle, fiizyon
proteinleri genellikle iki bilesen arasinda bir glisin sekansi icerecek sekilde
tasarlanmistir (Shimozono ve Miyawaki, 2008). Glisin ve serin amino asitlerinden
olusan esnek polipeptit baglayicilar, tasarlanmig flizyon proteinlerin  Onemli
bilesenleridir. Glisin ve serin tekrarlarini igeren baglayicilar {izerinde birtakim
caligmalar yapilmistir. FRET etkinliginin artan linker uzulugu ile azaldig1 ve daha az
glisin iceren baglayicilarda FRET etkinligin azaldigi goriilmiistiir. Ayrica diisiik glisin

icerigine sahip baglayicilarda esneklik azalmistir (Van Rosmalen vd., 2017).

Sunulan tez caligmasinda mClover3, mNeonGreen ve mRuby3 floresan proteinleri
kullanilarak mClover3-mRuby3 ve mNeonGreen-mRuby3 biyosensorleri tasarlanmigtir.
Bu baglamda ilk olarak mClover3-mRuby3 FRET biyosensoriinde floresan proteinler
arasinda TEV proteaz kesim sekansini igerecek sekilde toplamda 12 amino asit
uzunlugunda (LENLYFQGGEDP) linker kullanilmistir. mNeonGreen-mRuby3
biyosensoriinde ise 17 amino asit (GGSLEENLYFQGEFSGG) igeren bir linker

tasarlanmistir. Bu linker uzunlugu igerisinde TEV proteaz kesim bdlgesi ve restriksiyon
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enzimlerine ait sekanslar bulunmaktadir. Ayrica linker stabilizasyonu, esnekligi ve etkili
linker uzunlugunun elde edilebilmesi i¢in simetrik olacak sekilde baglantinin her iki

ucuna GGS dizisi eklenmistir.

mClover3-mRuby3 FRET c¢iftinin olusturulmasinda mClover3 geninin PCR ile sentezi
gerceklestirilmistir. PCR islemi ile mClover3 geninin 3’ ucuna TEV proteaz kesim
sekans1 reverse primer ile eklenmistir. mClover3 geninin pNCS-mRuby3 vektoriine
ligasyonu gerceklestirilerek istenilen rekombinat yap1 elde edilmistir. Fakat mClover3-
mRuby3 biyosensoriiniin E. coli BL21 pLysE hiicrelerinde iiretimin gergeklesmedigi
yapilan SDS-PAGE analizi ile gosterilmistir. SDS-PAGE’de goriintiilenen yaklagik 20
ve 28 kDa’na karsilik gelen bantlar, ilgili gen bolgelerinin klonlama 6ncesi PCR ile
cogaltilmas1 asamasinda gergeklestigi diisiiniillen mutasyonlardan dolay1 c¢ergeve
kaymas1 sonucu farkli boyutlarda {iretilen proteinler olarak degerlendirilmektedir. DNA
dizileme sonuglar1 da bu degerlendirmeyi desteklemektedir (Baslik 4.1.3.). Bu problemi
ortadan kaldirmak i¢in PCR asamasinda iyilestirmeler yapilmistir. Pfu enzimi ve DMSO
kullanilarak niikleotit atlama ve primerlerin yiiksek Tm sicakligindan dolay1 istenmeyen
baglanmalart en aza indirmek i¢in denemeler yapilmistir. Ancak zorlu PCR

kosullarindan dolay1 mutasyonlar meydana gelmis ve bu sorun giderilememistir.

mNeonGreen-mRuby3 FRET biyonsensoriiniin E. coli BL21 pLysE ve E. coli
C41(DE3) hiicrelerinde iiretimi basarisiz olmustur. Fakat E. coli DHS5a hiicrelerinde
yapilan transformasyon ile IPTG indiiklemesi yapilmaksizin yaklasik 20 saatlik bir
inkiibasyon sonucu biyosensor liretimi gergeklestirilmistir. Afinite kolon kromatografisi
ile saflastirilmistir. TEV proteaz enziminin aktivitesi mNeonGreen-mRuby3 FRET

biyosensoriinii kullanilarak basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
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Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile enzim aktivite tayininde kullanilabilir bir FP-FRET
biyosensorii tasarlanmis, rekombinant DNA teknikleri kullanilarak E. coli DH5a
hiicrelerinde tiretilmis ve saflastirilmistir. Spektroflorometre cihazinda gergeklestirilen
aktivite testleri sonucu emisyon dalga boyunda meydana gelen degisimler, McCullock
ve ark. tarafindan gerceklestirilen emisyon Olglimleri ile benzerlik gostermektedir
(McCullock vd., 2020). Daha sonraki ¢alismalarda FP-FRET biyosensoriine ait linker
uzunluklari, enzim tanima boélgeleri veya floresan proteinlerde gerekli degisiklikler
yapilarak, onemli biyolojik siireglerde belirte¢ olarak kullanilan enzimlerin (matriks
metalloproteinazlar vb.) aktivite tayini mimkiin kilacak sekilde gelistirilmesi

hedeflenmektedir.
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