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OZET

INSAN KEMIK MORFOGENETIK PROTEIN 2°NiN (BMP2) REKOMBINANT
OLARAK URETILMESI, BIYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU VE
BiYOLOJIK AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI
Aydin, Yasin
Doktora, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Isa GOKCE
Subat 2023, Xi + 75 sayfa

Kemik Morfogenetik Proteinler (BMP), Transforme Edici Biiyiime Faktoreleri 3
(TBFp) stiperfamilyasina mensup multifonksiyonel biiyiime faktorleridir. BMP’ler
temelde kikirdak ve kemik gelisimde 6nemli rol oynamaktadir. Bu proteinler mezenkimal
hiicrelerin osteogenik hiicrelere farklilagmasini ve embriyonik ve postnatal donem hiicre
proliferasyonunu uyarirlar ve yetiskin donem kemik homeostasisinde 6nemli rol oynarlar.
Insan rekombinant BMP2 (thBMP2) ise, ortopedik tedavilerde ve discilik alaninda
siklikla kullanilan kilinik ve ticari agidan 6nemli bir terap6tik proteindir. BMP2 proteini
E. coli ekspresyon sistemlerinde ifade edildiginde biiyiik oranda inkliizyon cisimcikleri
seklinde ¢oziiniir olmayan bir forma doniiserek agregasyona ugramaktadir. Bu ¢calismada,
rhBMP2 proteininin ilk basta Siiperfolder Yesil Floresan Protein (sfGFP) ile fiizyon
seklinde E. coli BL21(DE3) pLysE hiicrelerinde ekspresyonu saglanmistir. Sonrasinda
farkli saperon proteinlerini ifade eden pG-KJE8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2 ve pTfl6
plazmitleri ile E. coli BL21-AlI hiicrelerinde ko-ekspresyon gergeklestirilmistir. Yapilan
Ol¢iimler neticesinde ko-ekspresyon i¢in optimum faydanin saglandigi tig saperonu
iireten pTf16 plazmiti tercih edilmistir. Yiiksek saflikta ve dogru katlanmis protein eldesi
icin ayrica bazi alternatif yeniden katlama islemleri uygulanmistir. Sonugta sfGFP-
rhBMP2 fiizyon proteini 6xHis- etkiketi ile nikel bazli afinite kromatografisi kullanilarak
saflagtirilmis ve sonrasinda SDS-PAGE yontemi ile kalitatif analizi yapilmistir. Optimum
kosullarda elde edilip saflagtirilan sfGFP-rhBMP2 proteini insan osteosarkoma-2 (Saos-

2) hiicreleri tizerinde test edilerek hiicre kiiltiirli ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: BMP2, Kemik Morfogenetik Proteinler, Rekombinant Protein

Uretimi, SfGFP, Saperon Ko-ekspresyonu.



ABSTRACT
RECOMBINANT EXPRESSION, BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND

BIOLOGICAL ACTIVITIES OF THE HUMAN BONE MORPHOGENETIC
PROTEIN 2 (BMP2)
Aydin, Yasin
Doctorate Thesis, Division of Bioengineering
Advisor: Prof. Dr. Isa Gokge
February 2023, xi + 75 pages

Bone Morphogenetic Proteins (BMP) are multifunctional growth factors
belonging to the Transforming Growth Factors B (TBFP) superfamily. BMPs basically
play an important role in cartilage and bone development. These proteins are effective in
stimulating the differentiation of mesenchymal cells into osteogenic cells. They are also
effective in cell proliferation and functions in the embryonic and postnatal period, and in
bone homeostasis in the adult period. BMP2 is a clinically and commercially important
protein that is frequently used in orthopedic treatments and dentistry. When expressed in
E. coli expression systems, the human recombinant BMP2 (rhBMP2) protein transform
into an insoluble form, largely in the form of inclusion bodies, than undergo aggregation.
In this study, rhBMP2 protein was initially expressed in E. coli BL21(DE3) pLysE cells
as a fusion with Superfolder Green Fluorescent Protein (sfGFP). For higher production
efficiency, co-expression was performed in E. coli BL21-Al cells with plasmids pG-
KJE8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2 and pTfl6 using a system containing five different
chaperone plasmids. As a result of the measurements, the pTf16 plasmid, which produces
the tig chaperone with optimum benefit for co-expression, was preferred. Alternative
refolding processes were also applied to obtain a high purity and correctly folded product.
Ultimately, the sfGFP-rhBMP2 fusion protein was purified with the 6xHis-tag using
nickel-based affinity chromatography and then qualitatively analyzed by SDS-PAGE
method. Cell culture studies were carried out by testing sSfGFP-rhBMP2 protein, which
was obtained and purified under optimum conditions, on human osteosarcoma-2 (Saos-

2) cell lines.

Key Words: BMP2, Bone Morphogenetic Protein, Recombinant Protein Production,

sfGFP, Chaperone Co-expression.
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1. GIRIS

Giliniimiizde Ar-Ge ve tedavi gibi amaglarla tip, eczacilik ve veterinerlik uygulamalari
icin ihtiya¢ duyulan pek ¢ok protein rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak ticari
olarak tiretilmektedir. Bu teknikler kullanilarak spesifik hedef proteinler bakteriyel ve
Okaryotik ekspresyon sistemleri ile yiiksek konsantrasyon ve yiiksek saflikta
iiretilebilmektedir. Bu teknoloji gelistirilmeden 6nce domuz serumundan saflastirilarak
kullanilan ve baz1 alerjik reaksiyonlar gibi yan etkileri bulunan domuz serumu orijinli
insiilin yerine 1980°lerde E. coli sisteminde rekombinant DNA teknolojisi ile iretilen
insan geni orijinli insiilin kullanilmaya baslanmistir. Bu gelismeler ile yiiksek miktar ve
saflikta ucuz iiretim saglanmus, ilerleyen yillarda tibb1 agidan 6nemli baska bir¢ok protein

bu teknikle tiretilmeye devam edegelmistir.

Bugiine kadar yiiksek konsantrasyonda rekombinant protein tiretmek i¢in prokaryotik ve
okaryotik bazi ekspresyon sistemleri gelistirilmistir. Basit bir sistem sunan ve genis
yelpazede protein iiretilmesine imkan saglayan E. coli organizmasi giiniimiizde en yaygin
kullanilan ekspresyon konakgilarindan biri olmustur. E. coli’de protein ekspresyonu igin,
oncelikle hedef proteinin gen dizisi bir plazmite entegre edilir ve plazmitin E. coli’ye
transformasyonu saglanir. Plazmit se¢iminde ekspresyon i¢in tasarimi yapilmis ve yiiksek
kopya sayisina ulasabilen plazmitler se¢ilmelidir. Genellikle plazmit bir “lac” promotoru
icerir ve bu promotor bir laktoz analogu olan Izopropil B-D-1-tiogalaktopiranosit
(IPTG)’nin belirli konsantrasyonlari ile aktive edilerek hedef proteinin yiiksek
konsantrasyonda iiretilmesi saglanir. E. coli BL21 ve BL21(DE3) gibi suslar ekspresyon
icin yogun olarak kullanilmaktadirlar. Bu suslar Ion ve OmpT proteazlardan yoksun
olduklar1 igin drettikleri proteinler degradasyona ugramazlar (Jeong ve ark., 2009).
Boylece hiicre tarafindan ekspresyonu yapilan proteinlerin stabil halde saflagtirilmasina

olanak saglarlar.

E. coli bakteriyel sisteminde rekombinant protein tiretiminin maya ve memeli sistemine
gore klonlama siiresi ve maliyeti gibi noktalarda bir takim avantajlar1 vardir. Bununla
birlikte baz1 bakteriyel organizmalara yabancil olan ve ¢ogunlukla yiiksek yapili daha
kompleks organizmalara ait proteinlerin iiretiminde agregasyon gibi sebeplerle IB'lerin

olusmasi, ¢Oziiniir formda protein eldesinin diisiik verimde kalmasina ya da protein



varliginin  gozlemlenmemesine neden olmaktadir. Bu problemlerin asilmasi igin,
tiretilecek hedef proteinin E. coli sisteminde yiiksek verimli tiretilen proteinlerle fiizyon
halde iiretilmesi ve saperon sistemleri ile yapilacak ko-ekspresyonla protein iiretim
verimliligin arttirnllmas1 hedeflenmistir. Agregasyon sonucu inkliizyona ugramis
proteinlerin yeniden eldesi i¢in uygulanan refolding (yeniden katlanma) gibi yontemlerle

dogru katlanmis ve fonksiyonel protein eldesi amaglanmastir.

Calismamizda flizyon protein olarak bir floresan proteini olan siiperfolder GFP
kullanilmigtir. Bilindigi gibi floresan molekiiller ile etiketleme, laboratuvar
calismalarinda diisiik konsantrasyonlarda bile goriiniir olmasi ve yikict sonuglara yol
acmamas1 gibi nedenlerle biyomolekiillerin etiketlenmesinde basvurulan bir yontemdir.
Yesil Floresan Protein (GFP) de diger floresan molekiiller gibi saptama, protein
¢oziinlrliglini arttirma, lokalizasyon gibi amaglarla hedef proteinlerin etiketlenmesinde
kullanilmaktadir (Pédelacq ve ark., 2006). Bu proteinler uygun modifikasyonlarla
hiicresel olaylarin aydinlatilmasinda etiket olarak kullanilmaktadir. Mutant olarak
tiretilen stiperfolder GFP ise daha gelismis 6zelliklere sahiptir. sfGFP, fiizyon ortaginin
yanlis katlanmasindan etkilenmez ve fiizyonun ¢6ziiniirliigiinden bagimsiz olarak toplam
ifadeyle dogru orantili olarak saptanabilir, bu da sfGFP floresansini fiizyon proteinin
ifadesinin saglam bir gostergesi yapmaktadir (Pédelacq ve ark., 2006). Calismalarimizda

sfGFP’nin bu gibi 6zellikleri thBMP2 nin {iretim verimini arttiracagi diistiniilmiistiir.

Hiicresel yasamda {iretilen gesitli proteinlerin takibi ve kalite kontrolii saperonlar
tarafindan yapilmaktadir. Bu molekiillerin yeni sentezlenen proteinlerin dogru sekilde
katlanmasini saglama, protein komplekslerinin birlesimi sirasinda alt tiniteleri 1s1
sokundan koruma ve hedeflenen agilma ve ayrilma islemlerini kolaylastirma gibi
gorevleri vardir (Saibil, 2013). Hiicrede bu gibi dogal gorevleri olan saperon
proteinlerden rekombinant protein iiretiminde de faydalanilmaktadir. Her birinin farkli
gorevi ve caligma sekli olan 1s1 soku (Hsp) proteinlerinin E. coli’deki homologlart olan
dnaK,-dnaJ- grpE, groES-groEL ve tetikleme faktorii (tig) saperonlart rekombinant
protein tretiminde kullanilmaktadir. Yine bu amagla gelistirilmis Takara™ Saperon
Plazmit Seti’nde yer alan bes farkli farkli plazmit bulunmakta ve her birinde yukarida

sayilan saperonlar farkli kombinasyonlarla sunulmaktadir (Bkz. Cizelge: 2.2).



BMP2 proteinleri kemik ve dis dokularinda olusan tahribatlarin giderimi terapdtik
uygulamalarda tip ve dis hekimligi alanlarinda 6nemli bir proteindir. BMP2’lerin
kullanimin kisitlayan en 6nemli faktor iiretim maliyetlerine bagli olarak olusan yiiksek
fiyatidir. Son yillarda yiiksek olgekli tiretimin saglanmasi icin arastirma odakli ¢abalar
devam etmektedir. Yapilan ¢alismalarda iiretim kosullari, protein izolasyon metotlari,
yeniden katlanma, dimerizasyon ve saflagtirma basamaklar1 gibi iiretimi etkileyen
basamaklar gbzden gecirilerek iyilestirilmeye c¢alisilmaktadir. Yapilan bu tez
calismasinda, Transforme Edici Biiytime Faktorleri B (TGFP) stiper familyasindan olan
insan Kemik Morfogenetik Proteini 2 (BMP2)’nin yiiksek miktar ve saflikta ve
fonksiyonel olarak eldesi amaglanmugtir. E. coli BL21-Al hiicrelerinde sfGFP proteini ile
fizyon halde “sfGFP-BMP2” rekombinant olarak iretilmistir. Baslangigta,
biyoinformatik ¢aligmalar sonucu olusturulan gen kaseti pET30a vektorii ¢oklu klonlama
bolgesine (MCS) klonlanacak sekilde ticari olarak temin edilmis, sonrasinda E. coli
BL21(DE3) pLysE hiicrelerine transforme edilip ekspresyonu saglanmstir. Uretim
sonrast protein eldesinin istenen seviyede olmamasindan dolay1 en yiiksek verimin elde
edildigi tig saperonunu kodlayan pTfl6 plazmiti ile E. coli BL21-Al hiicrelerinde
koekspresyon yapildiginda SfGFP-BMP2’nin biiyilkk miktarlarda ekspresyonunun
gerceklestigi goriilmiistiir. Ancak {iretilen proteinin biiylikk oranda ¢oziliniir formda
olmadigi, inkliizyon cisimcikleri olusturarak aggregasyona ugradigi ve pelette ¢okelti
olusturdugu gozlemlenmistir. Bu asamada yeniden katlama (refolding) yontemleri ile
pelette bulunan IB’lerden protein geri kazanimu ile yiiksek miktarlarda ¢oziinlir formda
protein eldesi saglanmistir. Saflagtirilan protein spektrofotometrik olarak kantitatif, SDS-
PAGE teknigi ile kalitatif olarak analiz edilmistir. SftGFP-BMP2’nin insan osteosarkoma-
2 (Saos-2) hiicre hatti tizerinde yapilan hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 sonucunda proliferatif

etki varligi test edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI / GENEL BiLGILER
2.1. Kemik Morfogenetik Proteinler (BMP’ler)

Kemik Morfogenetik Proteinler (BMP’ler), Transforme Edici Biiylime Faktorleri
(TGFp) stiperfamilyasi altinda siniflandirilan multifonksiyonel biiyiime faktorleridirler.
Son yillarda BMP’lerin embriyonik gelisme ve postnatal hiicre fonksiyonlarinda oynadigi
roller gibi biyolojik Ozellikleri bir¢ok bilimsel ¢alismaya konu olmustur. Yapilan
caligmalar BMP’lerin kemik gelisimde mezenkimal hiicrelerin osteogenik hiicrelere
farklilagmasini uyardigini, embriyonik donemde hiicre proliferasyonunu arttirdigini ve
yetiskinlerde kemik ve vaskiiler sistem homeostasisinde rol oynadigini ortaya koymustur
(Carreira ve ark., 2014, Goumans ve ark., 2017). Modern molekiiler biyoloji, bu
proteinleri genomun uyarilmast ve morfo-genetik tepkinin olusmasi baglaminda
morfogenetik proteinler olarak adlandirmayr uygun gormiistiir. Kimyasal baglamda
bakildiginda ise BMP’ler yap1 olarak protein yapidadirlar, belirli hiicrelerden salinirlar ve
yine farkli tipte hiicre membrani tizerinde bulunan reseptorlere ligand seklinde baglanarak
onlarda belirli bir mekanizmay harekete gegirerek etki ederler. Hiicreler uyarana cevap
olarak proliferasyona ugrarlar, farklilasirlar ve gérevlerine gére konumlanirlar (Cranjeiro

ve ark., 2005).

Bu giine kadar ¢ok sayida BMP izole edilip tanimlanmistir. 1965 yilinda yapilan bir
calismada demineralize ve liyofilize kemik pargalarinin ektopik bdlgelere implantasyonu
sonucu yeni kemik olusumu gozlemlenmistir (Urist, 1965). Yine demineralize kemik
dokusunun ektopik bolgelerde kemik dokusu olusumunu uyardigi goézlemlenmistir
(Reddi, 2000). Buradaki ektopik kemik olusumundan sorumlu faktérler “Kemik
Morfogenetik Proteinleri” olarak adlandirilmiglardir; zira bu faktorler tipik bir proteaz
olan tripsin enzimi ile muameleye tabi tutulduklarinda etkilerini yitirmekteydiler. Cok
sayida farkli tip ve 6zellikte BMP proteinleri ektopik kemik dokusundan izole edilip
tanimlanmistir  (Katagiri ve Watabe, 2016). BMP’ler osteoprogenitdr hiicreler,
osteoblastlar, kondrositler ve plateletler tarafindan sentezlenebilmekte ancak iiretimleri
sadece kemik dokusu ile kisitli kalmamaktadir. Bu proteinler farkli dokularda ¢ok sayida
hiicre tipinin gelisiminde hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi, dis morfogenezi,
organogenez, embriyonik gelisme, apoptoziz, kemotaksi ve ¢ok sayida dokunun tamiri

gibi kritik roller oynamaktadirlar (Ducy ve Karsenty, 2000). BMP’ler mezenkimal



hiicreleri osteoblastik hiicrelere farklilastirarak endokondral ossifikasyon (kemiklesme)
ve kondrogenezi uyarmakta bu sayede de iskelet saglamliginin devami ve kiriklarin

onarilmasinda kritik rol oynamaktadir (Leboy ve ark. 2001).

2.1.1. BMP’lerin simiflandirilmasi ve yapisi

Bu giine kadar 20 farkli insan BMP proteini bulunup tanimlanmig ve amino asit
benzerlikleri ve bilinen fonsiyonlarina gére siniflandirilmislardir (Chen ve ark. 2004). Bu
proteinler BMP-1’den BMP-18’e kadar numaralanmis olup ilave olarak BMP-3b
(GDF10) ve BMP-8b proteinleri bulunmaktadir. BMP’lerin timiis bezi, kemik iligi, beyin,
omurilik, iskelet kaslari, akciger, karaciger, bobrek, pankreas ve prostat gibi cesitli
dokulardan sentezlenmekte; kemik ve eklem morfogenezi, iskelet onarimi ve
rejenerasyonu ile ¢esitli organlarin morfogenezinde biyolojik gorevleri bulunmaktadir
(Bragdon ve ark. 2011). Bu 20 proteinin her birisi osteogenik degildir. Prokolajen I, II ve
[’ karboksi ucundan kesen ve metalloproteaz olan BMP-1 TGFf familyasina dahil
olmamasina ragmen in vivo’da kikirdak olusumunu uyarmaktadir (Kessler ve ark., 1991,
Nakashima ve ark. 2002). TGFp siiperfamilyasina ait proteinler insanda ve diger
tiirlerdeki protein sekans benzerliklerine gore simiflandirilmislardir. iskelet dokusu
olmayan yumusak dokularda yapilan implantasyonlarda heterotopik kemik olusumunu
uyarmasindan dolayr birgok BMP “growth and differentiation factor” “GDF” olarak
adlandirilmiglardir (Katagiri ve Watabe, 2016). BMP familyast amino asit sekansina gére
dort subfamilyaya ayrilmigtir (a) BMP2 ve BMP8; (b) BMP3, BMP3G (GDF10); (c)
BMP5, BMP6, BMP7, BMP8a ve BMP8b; (d) GDF5, GDF6 ve GDF7 (Nakashima ve
ark. 2002). BMP ailesinin bu bireysel iiyeleri ayrica matiir domenlerinin sahip oldugu
amino asit sekans benzerligine gore alt ailelere boliinmiistiir. Diger bir ¢alismada BMP-
2 ve BMP4 proteinlerinin %80 oraninda amino asit sekans benzerligine, BMP5, BMP6,
BMP7 ve BMP8’in ise %78 oraninda amino asit sekans benzerligine sahip olduklari; bu
iki grup arasinda matiir proteinlerin sekans benzerligi noktasinda %55 ile %65 oraninda

bir benzerlik oldugu gosterilmistir (Hoffmann ve Gross, 2001).



Cizelge 2.1 Baz1t BMP proteinleri ve gorevleri (Aihanuwa ve ark., 2017)

BMP’ler Gorevleri

BMP2 Osteoindiiksiyon, osteoblast farklilasmasi ve
apoptoz
Kemik dokuda en fazla bulunan BMP, osteogenezi

BMP3 L
inhibe eder

BMP4 Osteoindiiksiyon, akciger ve géz gelisimi

BMP5 Kondrogenez

BMP6 Osteoblast gelisimi, kondrogenez

BMP7 (OP-1) Bobrek ve gozde osteogenez gelisim

BMP8 (OP-2) Osteoindiiksiyon

BMP9 Sinir sistemi, hepatik retikiiloendotel sistem,
hepatogenez.

BMP10 Kardiyak gelisim

BMP11 (GDFS8) Mezodermal modelleme ve néronal dokular
BMP12 (GDF7) Tendon — iliak doku formasyonunun indiiklenmesi
BMP13 (GDF6) Tendon — iliak doku formasyonun indiiklenmesi
BMP14 (GDF5) Tendon — ligamet formasyonunun indiiklenmesi
Foliikiil uyarict hormon (FSH) aktivitesinin
diizenlenmesi

BMP15

TGFB familyasinin diger iyeleri gibi BMP’ler de pre-pro-polipeptitler olarak
sentezlenmektedirler (Xiao ve ark., 2007). 400 — 500 amino asit biiyiikliigiinde olan bu
peptitler sekresyon yoniinii belirleyen bir N-terminal ve bir pro-domen yapisina ilave
olarak, daha sonra serin endoniikleaz ile Ar-X-X-Arg amino asit dizisinden proteolitik
kesime maruz kalacak bir C-terminal iceren matiir peptitten olusmustur. Ornek olarak
BMP4 prekiirsor protein furin tarafindan kesilmedikge pre-protein halden serbest matiir
protein haline gecememektedir (Nelsen ve Christian, 2009). 50 ila 100 amino asitten
olusan bu matiir BMP monomerleri 7 sistein amino asidi igcermekte ve bunlarin altisi
molekiil i¢i distilfit baglarini olusturmakta yedincisi ise diger BMP monomeri ile kovalent
distilfit bagini olusturmakta ve boylece BMP reseptoriinii aktiflestirecek biyolojik olarak
aktif dimerik ligant molekiil viicuda gelmektedir (Nohe ve ark., 2004).

2.1.2. BMP reseptorleri ve intraselliiler sinyal iletimi

BMP ailesine ait proteinler BMP reseptorlerine (BMPR) baglanirlar. BMP’ler diger
TGFp tiyeleri gibi iki tip serin — tirozin Kinaz transmembran reseptorleri lizerine etki

ederler. Bu reseptorler Tip | ve Tip II reseptorleri olarak gruplandirilmaktadir. BMP’ler
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diger TGFB grubu biiyliime faktorlerinden farkli olarak Tip II reseptorlerin olmadigi
durumlarda da Tip I reseptorlerine baglanabilirler, ancak bu reseptorlerin birlikte
bulunma durumlarinda baglanma afiniteleri dramatik olarak artmaktadir (Rosenzweig ve
ark., 1995). BMP’lerin hiicre i¢i iiretimi i¢in gerekli sinyali baslatan diizeneck BMP
reseptorlerinin ekstraselliiler domenine BMP ligandinin baglanmasi ile olusmaktadir. 10
— 12 sistein rezidiisiinden olusan ekstraselliiler domen, bir transmembran domen ve

intraselliiler serin — tirozin kinaz domenden olusmaktadir (Bragdon ve ark., 2011).

BMP’ler icin ¢ ¢esit Tip II reseptorii bulunmaktadir; bunlar: BMP Tip II reseptor
(BMPRII), memelilerde Aktivin Tip II reseptor (Actll) ve Aktivin Tip 1B (ActlIB)
reseptorleridir. BMPRII reseptorleri BMP’lere 6zgili olmakla beraber Actll ve ActlIB
reseptorleri; BMP’ler, aktivinler ve miyostatinler ile ortak reseptorlerdir (Rosenzweig ve
ark., 1995). Tip II reseptorler genelde BMP ligantlarinin Tip I reseptorlere baglanmasini
kontrol ederler. TGFf familyasinin diger iiyeleri gibi Tip II reseptorlerin serin — threonin
kinazlar1 da bazal aktiflik gosterir ve Tip I reseptorlerin glisin — serin (G-S) amino
asitlerce zengin domenlerini fosforile eder. TGF[ familyasi proteinleri i¢in 7 gesit Tip |
reseptor bulunur (Aktivin Receptor-Like Kinases 1- 7). Bunlar ALK3 (BMPRIA), ALK&
(BMPRIB), ALK2 ve ALK1 genelde bircok BMP igin Tip I reseptor seklinde etki eder.
ALK3 ve ALK6 birbirine yapisal olarak yiiksek homoloji gostermektedir. ALK2 ve
ALK3 birgok hiicre tarafindan eksprese edilmektedirler. ALK6 ise kisitli olarak eksprese
edilmekte ve ALK1 ekspresyonu yalnizca endotel hiicrelerine ve birkag belli basli hiicre
tipine 6zgii kalmaktadir. Aktiflenmis Tip I reseptor kinazlar bundan sonra sitoplazmada
bulunan Smad proteinlerini fosforile etmektedir (Miyazono ve ark., 2010). BMP’lerin Tip
I reseptorlere baglanma sipesifiteleri tip Il reseptorlerinin baglanma 6zelliklerine ve hiicre
tipine baglidir. BMP2 ve BMP4 proteinleri ALK3 ve ALK6’ya baglanirken, BMP6 ve
BMP7 proteinleri ALK6’ya zayifga ve ALK2’ye kuvvetlice baglanmaktadirlar (Yu ve
ark. 1995).

Memelilerde sekiz adet farkli Smad proteini (Smad 1 — 8) tanimlanmistir. Aktiflesmis
BMP | Tip reseptorler, R-Smad ‘lar1 (receptor-regulated Smads) fosforile ederler. ilk
baglanmadan sonra Tip II reseptorler Tip 1 reseptorleri fosforile eder ve Smad
kompleksleri araciligiyla intraselliiler sinyallesme aktive edilir (Sekil 2.1). Smadl,
Smad5 ve Smad8 (BMP-spesifik R-Smad’lar) karboksi-terminalde S-S-X-S motifini



olusturular. Fosforile edilmis ve aktiflesmis R-Smad proteinleri sonrasinda Smad4
(Common partner Smad — Co-Smad) ile kompleks olustururlar, daha sonra kompleks
nukleusa hareket eder (Katagiri ve Watabe, 2016). iki tane R-Smad ve bir Co-Smad’dan
olusan kompleks pek cok transkripsiyonel ko-aktivator ile ya da Kko-represor ile
baglanabilir. Bunlar hedef genin transkripsiyonunu diizenlemek iizere regiilator
elemanlara baglanirlar (Katagiri ve Watabe, 2016). Noggin, kordin, gremlin ve follistatin
gibi BMP antagonistleri sinyal yolagini inaktive edebilir. Benzer sekilde 1-Smad’lar
(Smad6 - Smad7) Tip I BMP reseptorlerine baglanarak R-Smad ve Co-Smad
heteromerizasyonunu engellerler. Smurf yapis1 R-Smad kompleksi ile etkilesime girer ve
Smad proteinlerinin degredasyonunu diizenler (Chen ve ark., 2004; Murakami ve ark.,
2003). Nukleus igerisinde ise ¢ok sayida ko-represorler ve ko-aktivatorler bulunmaktadir

(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 BMP sinyallesmesinde ligantlarin reseptorlere baglanmasi, sitoplazmada
tasinim ve hedef genin transkripsiyonunun uyarilmasi1 (Katagiri ve Watabe, 2016’dan

uyarlanmistir)

2.1.3. BMP’lerin biyolojik gorevleri

BMP proteinleri insan viicudunda embriyogenezden baglayarak tiim yagam boyunca belli
gorevler i¢in kullanilmaktadir. Bu proteinler adipositler, tenositler ve miyositler gibi
birden ¢ok hiicre tipine farklilasmaya izin verecek sekilde pluripotensi 6zelligi bulunan
olan ortak bir farklilasmamis mezenkimal kok hiicre popiilasyonundan gelisen
osteoblastlarin ve kondrositlerin ¢gogalmasini ve/veya farklilasmasini diizenler (Katagiri
ve Watabe, 2016). BMP’ler kemik dokuda osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar ve
kondrositler, plateletler ve endotel hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. BMP’lerin en
yiikksek etkisi mezenkimal ve embriyonik hiicrelerin osteoblast farklilasmasi igin
indiiklenmesi ile kikirdak olusumunun ve alkalin fosfataz aktivitesinin stimiile
edilmesinde gozlemlenebilir. Diger hormon ve sitokinler kemik metabolizmasi igin
gerekli ve yeterli diizenlemeyi saglayamazlar (Granjeiro ve ark., 2005). BMP proteinleri
embriyonik donem mezoderm formasyonu sirasinda kalp ve kikirdak olusumununda
gorev aldiklart gibi dogum sonrasi déonemde de kemik olusumu ve metabolizmasinda
gorev alirlar (Javier ve ark., 2012). BM5, BMP8a, BMP9 ve BMP13 kemik ve kikirdak
olusumunda gorev alirlar (King ve ark., 1994; David ve ark., 2007; Shen ve ark., 2009).
BMP’ler sadece kemik ve kikirdak morfogenezinde goérev almamakta, biiylime ve
geligsmenin farkli evrelerinde kemik osteogenezinde de gorevleri bulunmaktadir (Ducy ve
Karsenty, 2000). BMP2, BMP4, BMP6 ve BMP7 kemik ve kikirdak olusumunu
uyarirken (Wolfman ve ark., 1997), yine BMP2, BMP4, BMP7, BMP14 ve BMP16
proteinleri iskelet tamir ve rejenerasyonunda gérev almaktadir (Bragdon ve ark., 2011).
In vitro galismalarda BMP2, BMP6 ve BMP9 proteinleri pluripotent hiicrelerde alkalin
fosfataz ve ostekalsin ekspresyonunu uyardigi gosterilmistir (Cheng ve ark., 2003).
Osteojenik BMP'ler, yumusak dokuda endokondral ossifikasyon yoluyla heterotopik
kemigi indiikler. Farklilasmamis mezenkimal hiicreler, implantasyondan sonraki bir hafta
icinde Tip II kollajen ve gesitli proteoglikanlar gibi kikirdaga 6zgii hiicre dis1 matrisleri
salgilayan kondrositlere farklilagirlar. Mezenkimal hiicrelerde oldugu gibi, osteoblast

hiicreleri thBMP-2 ile muameleye tabi tutuldugunda alkalin fosfataz, osteokalsin,



osteopontin ve kemik siyaloprotein seviyelerinde yiikselme tespit edilmistir (Wang ve

ark., 1993).

BMP proteinlerinin kikirdak ve kemik doku diginda da etkileri gozlemlenmektedir.
Iskelet kaslari, BMP'lerin hedef dokular1 arasindadir. BMP sinyali, embriyonik gelisim
sirasinda ve bazi patolojik durumlarda iskelet kas1 dokusunda iskelet dokusu gelisimini
indiikler. Iskelet kas1 dokusu sadece ¢ok cekirdekli kas liflerini degil, ayn1 zamanda uydu
hiicreleri, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve mezenkimal interstisyel hiicreler dahil
olmak iizere birkag¢ tip mononiikleer hiicre i¢cermektedir (Lounev ve ark., 2009). Bu
hiicreler, BMP'ler tarafindan indiiklenen kondrositlerin ve osteoblastlarin potansiyel
progenitor hiicreleridir (Medici ve ark. 2010). Osteojenik BMP'ler C2C12
miyoblastlarinda osteoblastik farklilasmayr indiikledigi i¢in uydu hiicreleri ve
miyoblastlarin, kondrositlerin ve osteoblastlarin progenitér hiicreleri olduguna
inaniliyordu (Katagiri ve ark. 1994). Ancak yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular,
iskelet kasindaki osteojenik BMP sinyaline yanit olarak birka¢ progenitdr hiicre tipinin
osteoblastlara ve kondrositlere farklilasabilecegini gostermektedir (Katagiri ve Watabe,
2016).

BMP sinyali, adipogenezde pre-adipositlerin olgunlagsmasi ve farklilasmamis progenitor
hiicrelerin yonlendirilmesinde 6nemli roller oynamaktadir. BMP2, BMP4 ve BMP7/
miyosit, adiposit, kondrosit ve osteoblast benzeri hiicrelere farklilagmak igin pluripotensi
gosteren C3H10T1/2 hiicrelerinin adipogenezini uyarmaktadir (Asahina ve ark., 1996;
Béchner ve ark., 1998). BMP’ler beyaz ve kahverengi adipoz doku olusumu icin de
onemlidir. Kahverengi yag dokusu, Myf5 eksprese eden hiicrelerin BMP7 ile
stimiilasyonu sonras1 gelismektedir (Tseng ve ark., 2008). BMP8b ise kahverengi yag
dokusunda eksprese edilir ve termojenezi hem lokal olarak hem de merkezi sinir

sistemleri yoluyla sistemik olarak arttirir (Whittle ve ark., 2012).

BMP proteinlerinin fizyolojik etkileri hastaliklar {izerinden de giicli sekilde
goriilmektedir. Mutasyon gibi sebeplerle BMP aktivitesinin kaybolmasi gesitli iskelet
anomalilerinin olugsmasma sebep olmaktadir. Ornek olarak BMP5 geninde olusan
mutasyon sonucunda farelerde “kisa kulak” olusumu gozlenmesiyle beraber; gelismede,

iskelet yapilarinda ve kirik tamir mekanizmasinda bozukluklar ortaya g¢ikmaktadir
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(Kingsley ve ark., 1992). Multiple sinostoz sendromu BMP/GDF aktivitesinin normalden
yiiksek olmasi ile ortaya ¢ikan ve yetiskinlerde eklemlerin kaynasmasina sebep olan bir
hastaliktir. Buna genelde noggin proteinin islev bozuklugu ya da mutasyon sebebiyle

ortaya ¢ikan GDF nin yiiksek aktivitesi sebep olmaktadir (Dawson ve ark., 2006).

BMP’ler yukarida sayilan temel biyolojik gorev ve tesir alanlarinin yani sira demir
homeostasisi, dis olusumu, sag folikiil gelisimi, bobrek olusumu gibi 6nemli gorevleri de
ifa etmektedir. BMP’ler ayrica tiimor olusumu ve baskilanmasinda etkin rol
oynamaktadir. BMP ligand ve supresor molekiilleri kanserli dokular i¢in gelistirilecek
terapotik stratejilerde kullanilabilmektedir. Yine BMP sinyallerinin kayb1 ya da artisina
bagli hastaliklar BMP aktivator ve inhibitorlerinin kullanimi ile ilgili olanaklar

sunmaktadir (Katagiri ve Watabe, 2016).

2.1.4. BMP’lerin terapotik ve klinik kullanmim alanlari

BMP'lerin osteoindiiktif kapasitesi yapilan modelleme g¢aligmalarinda gosterilmis ve
klinik deneylerde degerlendirilmistir. Kesfedilmesinden sonraki yillar igerisinde hayvan
deneylerinde ve klinik deneylerde gosterilen olumlu sonuglar sonrasinda rekombinant
teknoloji kullanilarak {iretilen patentli BMP iirtinleri farkli tedavilerde kullaniimaya
baglanmistir. Bu rekombinant proteinlerin kullaniminin daha ¢ok ortopedi ve discilik
alanlarinda yogunlastigi goriilmektedir. Bu proteinler klinik olarak uzun kemiklerde
meydana gelen kiriklarin tedavisinde (Lissenberg-Thunnissen ve ark., 2001), yiiz ve agiz
cevresi kiriklarinda, dis ve ¢ene kemigi tedavilerinde kullanilmaktadir (Boyne ve ark.,
1998; Boyne, 2001). BMP’lerin defekt olan bolgeye direk implantasyonu yapilarak kritik
diizeydeki kemik defektlerinin tedavisi amaglanir (Murata ve ark., 1999; Khan ve ark.,
2004).

BMPIer ile yapilan ilk klinik ¢aligmalar daha ¢ok spinal fiizyon deneyleridir ve olumlu
sonuglar gosterilmistir. Bununla beraber BMP'lerin (rhBMP-2) lokal alveoler ¢ikintinin
korunmasi veya augmentasyonu (Howell ve ark., 1997) veya maksiller siniis tabaninin
augmentasyonu (Boyne ve ark., 1997) igin etkisini analiz eden Kklinik deneyler
gerceklestirilmistir. Ren geyiklerinden elde edilen kemik ekstraktlarmnin farelerde direk
uygulanmasi ile kas doku tizerinde ektopik kemik olusumu gézlemlenmis ve ratlarda

kritik biiytiklikte femur kiriklarinin iyilesmesi gézlemlenmistir (T6lli ve ark., 2011). Dis

11



hekimliginde yapilan calismalarda ise, BMP'ler periodontal (periodontal hastalik
nedeniyle kaybedilen kemik dokusunun rejenerasyonu), implant (implantlarin
yerlestirilmesi i¢in kemik hacminde artis, maksiller siniis biiylitme) ve restoratif-
endodontik (pulpotomiler) prosediirlerde test edilmis ve olumlu sonuglar alinmigtir
(Granjeiro ve ark., 2005).

Rekonstriiktif operasyonlarda greftleme ve flep olusturma teknikleri kullanilmaktadir. Bu
sayede BMP indiiksiyonu ile kemik olusumu saglanip daha sonra olusturulan doku defekt
bolgesine aktarilmaktadir (Kusumoto ve ark. 2000). BMP lerin terapotik potansiyeli,
sicanlarda, tavsanlarda, kopeklerde ve diger bazi insan dis1 tiirlerde, kritik boyuttaki uzun

kemik defektlerinin iyilesmesiyle gosterilmistir (Murakami ve ark., 2002).

BMP uygulamalarinda tasiyict sistemlerin kullanilmasina da basvurulmaktadir.
Kopeklerde yapilan bir deneyde, ii¢ tarafli kemik i¢i defektlerin tedavisi i¢in tastyici
sistemi (kolajen kopiik) ile beraber uygulanan thBMP2 sonucunda ankiloz ve apikal
kemik rezorpsiyonu gibi yan etkiler olmadan kemik olusum hizinda artig gosterilmistir
(Choi ve ark., 2002). Hayvan modellerinde gergeklestirilen BMP doz galismalari, 3 ila
3.5 mg BMP'nin, hemen hemen tiim spinal fiizyon (intertransvers flizyon) vakalarinda
yeni kemigi indiiklemek ve kemik defektini kopriillemek igin yeterli oldugunu
gostermistir (Rengachary, 2002). Insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, emilebilir bir
kollajen siingere uygulanan 1.5 mg/mL rhBMP-2’nin agik tibia kirig1 olan 450 hastanin
tedavisinde etkinligi gosterilmistir (Burkus ve ark., 2003). Yine agik tibia kirig1 olan
hastalar iizerinde yapilan bir ¢aligmada proteinin kemik onarimini arttirdigr bildirilmistir.
Bu hastalarda kirik bolgesine 1.5 mg/mL rhBMP2 uygulanmis ve ikincil miidahele ve

enfeksiyon riskinin 6nemli dl¢iide azaldigi goriilmiistiir (Govender ve ark. 2002).

1988 yilinda Wozney ve ark. BMP2 proteinini kodlayan genin klonlanmasini
gerceklestirmesiyle birlikte saf insan rekombinat BMP2 iiretiminin 6nii agilmistir. BMP
proteinlerinin terapdtik potansiyeli géz Oniline alinarak rekombinant olarak iiretilen
BMP2 ve BMP7 proteinlerinin klinik ¢calismalarda kullanim1 ABD Gida ve Ilag Bakanlig
(FDA) tarafindan 2001 yilinda onaylanmistir. Giiniimiizde bir rekombinant insan BMP7
(rhBMP7) olan OP-1®, spinal fiizyon ameliyatlarinda kullanim igin onaylanirken, bir

BMP2 biyoimplant olan Infuse® spinal fiizyon, tibial kirik onarim1 ve siniis ve alveolar
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kret greftleme igin diizenleyici kurumlar tarafindan onaylanmistir. Yine bir rekombinant
insan BMP2 proteini olan InductOS® adiyla iiretilen ticari tiriin tibial kiriklarda yeni
kemik doku olusumu tedavilerinde kullanilmak {izere FDA tarafindan insan kullanimi
icin onaylanmistir. Giiniimiizde rekombinant olarak iiretilen BMP2 ve BMP7 patentli

tirtinleri ameliyatlarda kullanilmaktadir (Carreira ve ark. 2014).

2.1.5. Insan kemik morfogenetik protein 2 (hBMP2) ve fizyolojik gérevleri

Fizyolojik ve patolojik bircok mekanizmada 6nemli gorevleri oldugu bilinen BMP’lerin
heniiz aydinlatilmamis birgok fonksiyonu olabilecegi ve iizerinde daha birgok
aragtirmalar yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir. BMP’lerin en bilinenlerinden olan
hBMP2’nin protein ekspresyonu dalak, bobrek, akciger ve pankreasta yapilmakta, kemik
ve kikirdak doku rejeneresyonunda ve kalp olusumunda 6nemli roller oynamaktadir

(Bragdon ve ark. 2011).

Normal kosullarda BMP2 kikirdakta glikozaminoglikanlarla kompleks halde
bulunmaktadir, ve kemik dokunun fiziksel zarara ugradigi durumlarda mezenkimal
hiicrelerin  proliferasyonunu indiikleyerek onlarin osteoblastlara farklilasmasini
uyarmaktadir (Chen ve ark., 2004). Insan genomunda BMP2’yi kodlayan gen 20.
kromozom pl12 lokasyonunda bulunmaktadir (Nakase ve ark., 1994). BMP2 proteini;
hedgehog sinyal yolaginda, TGFJ sinyal yolaginda ve sitokin — sitokin reseptor
etkilesimlerinde rol almaktadir (Chen ve ark., 1998). BMP2’nin, BMP familyasindan
diger baz1t BMP proteinleri gibi pek ¢ok hiicre tipinde osteoblast farklilagsmasini uyardigi
gosterilmistir (Marie ve ark., 2002). Yine BMP2’nin beyaz adipogenezde rol aldig1 ve
metabolik etkileri rapor edilmistir (Jin ve ark., 2006). BMP2, BMP, ve BMP9’un murin
pluripotent C3H10T1/2 hiicrelerinde alkalin fosfataz aktivitesini ve osteokalsin
ekspresyonunu indiiklemede en gii¢lit BMP’ler oldugu rapor edilmistir (Cheng ve ark.,
2003). BMP2 proteini implantasyon uygulanmasi ile 7 giinde kikirdak ve 14 giinde kemik
olusumunun indiiklendigi ve daha yiliksek dozlar uygulandigi takdirde bu siirenin
kisaldigr gosterilmistir (Wang ve ark, 1990). Yiiksek dozlarda bu siire 5 giine
diismektedir. BMP2, BMP4 ve BMP7’nin C3H10T1/2 hiicrelerinin miyosit, adiposit,
osteoblast-benzeri hiicreler ve kondrositlere farklilasmada pluripotensiyi uyardigi

gosterilmistir (Bachner ve ark., 1998).
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Sekil 2.2 BMP2 proteinin ii¢ boyutlu gosterimi (Anonim, 2021a)

Dimerik yapinin her bir monomeri farkli renkte gosterilmistir (yesil ve kahverengi). Serit
gosterimleri  B-kirmali yapilar1 ve heliks gosterimleri ise a-heliks yapilarim
gostermektedir.

Yabanil tip BMP2 protein iki polipeptit zincirinden olusan bir homodimerdir, bunlar
Cys78 amino asiti tizerinden birbirine distilfit (S-S) baglari ile baglanirlar (Scheufler ve
ark., 1999). BMP2 monomerik formda 114 amino asitten olusmaktadir. BMP2’de
bulunan her bir monomer {i¢ tane distilfit bagi tasimaktadir. Dimerize olmus proteinin 3
boyutlu yapis1 disiliniildiiglinde toplamda yedi adet disiilfit bag olusumu
gerceklesmektedir (Sharapova ve ark., 2010). BMP2 sadece dimerik formda oldugu
zaman fonksiyonel yapisini gostermektedir ve disiilfit baglar1 protein moelkiiliiniin
stabilizasyonu saglamaktadir (Hillger ve ark., 2005). Homodimerik hBMP2 proteininin
lic boyutlu yapisinin sematik gosteriminde o-sarmal, B-kirmali ve random kivrilmalar
gosterilmektedir (Sekil 2.2). Osteogenik hiicrelerdeki serin/tirozin kinazlar ile etkilesime
gectiklerinde osteoblastlarin proliferasyonunu ve farklilasmasini uyarmaktadirlar (Reddi,
2000). Rekombinant insan BMP2 proteini ile insan ve hayvan dokularindan dogrudan
elde edilen BMP2 protein numuneleri ile yapilan karsilastirma ¢alismalarinda; bu farkli
kaynaklardan elde edilen BMP2 proteinlerinin benzer aktivite gosterdigi in vivo ve in
vitro’da osteoprogenitdr hiicrelerin osteoblastlara farklilagmasini uyardig tespit edimistir

(Ishikawa ve ark., 2007, Bessa ve ark., 2008).
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2.2.  Rekombinant Protein Uretimi (BMP)

Rekombinant proteinlerin liretimi bir ekspresyon sistemini gerektirmektedir. Dolayisiyla
ekspresyon sistemi se¢imi, tiretilen nihai BMP molekiillerinin etkinligi ve kalitesi igin
belirleyici faktor haline gelmektedir. Gliniimiizde, ifade sistemleri i¢in ¢ok sayida
alternatif bulunmaktadir ancak bu sistemler temelde bakteriyel sistemler, maya temelli
sistemler, Baculovirus/insekt hiicre sistemi (BEVS) ve memeli hiicreleri seklinde

siniflandirilabilir. Bu sistemlerin herbirisinin gii¢lii ve zayif yonleri bulunmaktadir.

Memeli ekspresyon sistemi kullanilarak tretilen memeli orijinli proteinler, dokular
tarafindan iretilen orijinal endojen BMP'lerle karsilastirildiginda en benzer 6zellikleri
gosterir, ¢iinkii bu sistem posttranslasyon protein modifikasyonunun tiim asamalarini
gerceklestirmekte ve boylece rekombinant insan proteinlerini dogru sekilde modifiye
edilmesini miimkiin kilmaktadir (Brondyk, 2009). BEVS sistemi de memeli hiicre
dizilerine benzer sekilde avantajlar tasimakta ancak her iki ekspresyon sisteminin bakimi
diger ifade sistemlerine gore son derece yiiksek maliyet olusturmakta ve diisiik tiretim
hiz1 ve diisiik diizeyde kalan protein iiretimi dezavantaj olusturmaktadir. Memeli hiicre
ekspresyon siteminde yapisan hiicre dizilerinin 6lgegini biiyiitmek zor olabileceginden,
endiistriyel tiretimde genellikle sonraki isleme kolayligi igin siispansiyonda ve serumsuz
ortamda biiylimek {izere uyarlanmis hiicre dizileri kullanilir. Bu hiicreler, ajitasyon veya
havalandirmadan kaynaklanan kayma gerilimine kars1 hassas olabilir ve genel hiicre
bliylimesini ve canliligini etkileyebilecek hiicre kiimelenmeleri olusturmast muhtemeldir.

(Wurm, 2004).

Protein liretimi i¢in ekspresyon sistemi olarak kullanilan maya sistemleri basit ve diisiik
maliyetli kiiltiir ortamlarinda bile yiiksek biiylime oranlar1 géstermektedir. Memeli
hiicrelerine benzer sekilde glikolizleme ve disiilfit kopriileri olusumu  gibi
posttranslasyonel modifikasyonlar1 gergeklestirerek dogru katlanmis protein iiretimini
saglarlar. Ancak bu ekspresyon sistemi kullanilarak {iretilen BMP7'nin, memeli
hiicrelerinde ifade edilenden ¢ok daha diisiik biyolojik aktivite gdsterdigi gozlemlenmistir

(Kujala ve ark., 2004).

Bakteriyel ekspresyon sistemlerinde ¢ogu protein diger ekspresyon sitemlerine gore

yiiksek hacimde tiretilebilmektedir. Bacillus subtilis ve Escherichia coli organizmalari en
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yaygin olan bakteriyel ekspresyon sistemleridir. E. coli sitemi posttranslasyon
modikasyon sistemi olmamasi gibi dezavantajlarina ragmen yliksek biiylime oranlari,
yiiksek konsantrasyonda protein verimi ve diisiik bakim gereksinimleri nedeniyle, biiyiik
Olgekli protein {iretimi igin en uygun bakteri grubudur. Bunun yaninda memeli sistemine
gore yiiksek verim, daha hizli biiyiime, yiiksek hiicre yogunluklari, kolay kullanim, ticari
tiretim i¢in kolay dl¢eklendirme ve diisiik iiretim maliyeti gibi 6zellikleri tercih sebebidir
(Pope ve Kent, 1996; Sezonov ve ark., 2007).

2.2.1. Escherichia coli’de rekombinant protein iiretimi

Mikroorganizmal konakgi sistemleri arasinda bakteri, maya, mantar ve tek hiicreli algler
yoluyla rekombinant protein ekspresyonu yapilmaktadir. Her bir sistemin giiglii ve zayif
yonleri olmakla birlikte bu durum en basta iiretilecek proteine baglidir (Adrio ve Demain,
2010). Okaryotik posttranslasyonel modifikasyon (&rn: protein glkolizasyonu) gerektiren
bir proteinin tiretimi igin prokaryotik bir sistem uygun olmayabilir (Sahdev ve ark., 2008).
Ancak prokaryotik bir organizma olan Escherichia coli, rekombinant protein tiretimi i¢in
baslica kullanilan organizmalardan biridir. Uzun yillardir hiicresel fabrika seklinde
kullanimiyla birlikte E. coli sistemi {izerinde binlerce arastirma yapilmis ve koklii ve gok
bilinen ve iyi gelistirilmis bir sistem halini almistir. Heterelog proteinlerin yliksek
diizeyde tretilmesi igin gelistirilmis genis bir klonlama ve ekspresyon plazmitleri
katalogu, ¢ok sayida tasarlanmis sus ve birgok yetistirme stratejisine her giin yenileri
eklenmektedir. E. coli essiz bir biiylime ivmesine sahiptir. Glikoz i¢eren besi ortaminda
hiicrelerin iki katina ¢ikma siiresi sadece 20 dakika kadardir (Sezonov ve ark., 2007). Bu
1/100 oraninda seyreltilmis bir baslatici kiiltiirin birka¢ saat igerisinde duragan faza
ulagabilmesi anlamina gelmektedir. Yiiksek hiicre konsantrasyonlu kiiltiirler kolayca elde
edilmekte (Choi ve ark., 2006.), besi ortami ucuz bilesenlerden olugmakta ve yabancil
DNA fragmenti tasiyan bir plazmitin transformasyonu 5 dakika gibi kisa bir siirede
yapilabilmektedir (Pope ve Kent, 1996). Giiniimiizde yaygin kullanilan ekspresyon
plazmitler; replikonlarin, promotorlerin, se¢im markoérlerinin, ¢oklu klonlama
bolgelerinin ve flizyon proteini / flizyon proteini giderim stratejilerinin  ¢oklu
kombinasyonlarindan olugsmaktadir (Sekil 2.3). Bu genis yelpaze icerisinden liretilecek

hedef protein 6zelliklerine uygun se¢im yapmak gereklidir.
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Ekspresyon plazmit vektori, temelde bir replikasyon orijini, promotor bdlgesi, affinite
bilesenleri ve bu bilesenlerin giderimi i¢in enzim kesim bdlgeleri ile ¢oklu klonlama
bolgesi ve antibiyotik direnci gibi segici markorlerin kodlandigi dizilerden olusan
halkasal formda cift iplikli bir DNA molekiiliidiir (Sekil 2.3). Uretilmesi hedeflenen
proteinin dizisi ¢oklu klonlama bolgesine “dogru oryantasyonda” klonlandiginda uygun
besi ortami ve indiikleyici ajanlarin varliginda protein ekspresyonu gergeklesmektedir

(Rosano ve Ceccarelli, 2014).

Rep. Orijini Afinite etiketi Selektif Markor

* pMBI (15 - 60 Kopya) * Peptit etiketi (poly-Arg, FLAG-, * Antibiyotik direnci (Amp,
* ColEl (15 - 20 Kopya) Poly-His-, c-Myc) Cm, Tet, Kan vd.)

* pUC (pMBI tiirevi, 500

— 700 kopya) » Fiizyon bilesenleri (MBP, NusA,

* pl5A (10— 12 kopya) Trx, GST, ubiquitin)

] Wz
Promotor L Etiket giderim dizileri Terminator
* lac/lacUV5 * Enterokinaz
* Tac/trc * Trombin
* T7/t7/ac + Faktor Xa
e araPy,p/thaPg,, * TEV
« pL/pR
* cspAd

Sekil 2.3 Standart bir ekspresyon vektoriiniin kisimlar1 (Rosano ve Ceccarelli, 2014’ den
uyarlanmistir)

E. coli organizmasinda rekombinant iiretimini vektor ve konakg1 ekspresyon sistemleri,
uretim kosullari, protein izolasyon metotlari, yeniden katlanma, dimerizasyon ve
saflastirma basamaklar1 gibi etkileyen pek ¢ok degisken vardir (Vallejo ve ark., 2002;
Von einem ve ark., 2010). E. coli’de yapilacak rekombinant protein iiretimi igin
olusturulan kiiltiir ortaminin sicakligi, azot-karbon kaynaklari, konsantrasyonlari, oksijen
tiiketimi ve pH degeri 6nemli parametrelerdir (Schmidt, 2004). Bunlara ilave olarak nadir
kodonlarin ekspresyonu kisitlamasi da karsilasilan durumlardan biridir. Uretilecek
heterolog proteinin kodon yanlilig1 iyi analiz edilmelidir. Yabancil DNA’nin sinonim
kodonlar1 g6z iiniine alindiginda bazi1 kodonlarin olusma siklig1 konak¢1 organizma ile
bliylik farklilik gosterebilir. Boyle bir durumda ekspresyon sirasinda diisiik bolluklu
iiretilen tRNA miktarlarinda ciddi diisiisler olacak ve bu eksiklik, amino asitlerin yanlig

birlesmesine veya polipeptidin kesilmesine yol agarak heterolog protein ekspresyon
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seviyelerini veya aktivitesini etkileyecektir (Gustafsson ve ark., 2004). Nadir kodonlar
organizma tarafindan %1 ’in altindaki sikliklarda kullanilan kodonlar i¢in kullanilir ve her
organizmada farkli olabilir. Bu sebeplerden dolay1 heterolog proteinin kodon yanliligi

uygun veritabanlar1 kullanilarak optimize edilmeli ve nadir kodonlar degistirilmelidir

(Kane, 1995).

E. coli organizmasinda gergeklesen rekombinant ekspresyon neticesinde protein varligini
belirlemek icin yapilan kalitatif ve kantitatif analizlerde hedef proteinin hig
gbzlemlenemedigi durumlar olusabilir. Protein varligi hassas yontemlerle (western blot
vd.) bile saptanamadig1 ya da ¢ok az saptandigi durumlarda indiiksiyon Oncesi ya da
sonrasi olusan protein toksisitesi ihtimali degerlendirilmelidir (Miroux ve Walker, 1996).
Bu sorunu agsmak i¢in lac tabanli promotorlar i¢in glikoz seviyesi arttirilabilir veya pLysS
ve PLysE gibi T7 promotor tabanli sisteme sahip E. coli suslari tercih edilebilir (Rosano
ve Ceccarelli, 2014). Ozellikle indiikleme sonras1 toksisiteden siiphelenilirse plazmitin
replikasyon sayisi diisiiriilebilir ve indiikleme diisiik seviyede tutularak sorun asilabilir,
ya da toksik proteinlerin liretimi i¢in uygun olan C41 ve C43 gibi suslar tercih edilebilir
(Miroux ve Walker, 1996). Nadir kodon sorunu olustugu diistiniiliirse, plazmit kopya
sayist distrtlebilir, proteinin periplazmadan saflagtirma yoluna gidilebilir ya da

tekrardan kodon optimizasyonu yapilabilir (de Marco, 2009).

Organizmaya yabanci heterolog bir protein E. coli’de ekspresyon edildiginde protein
kendi orijinal {i¢ boyutlu yapisina ulasamayabilir. Ciinkii rekombinant proteinin E. coli’de
sentezlendigi mikrocevre pH, ozmolarite, katlama mekanizmasi, kofaktorler ve redoks
potansiyeli yonlerinden orijinal kaynak ile oldukga farklilik gdsterebilir (Rosano ve
Ceccarelli, 2014). Yiiksek diizeyde gergeklesen ekspresyonlarda hidrofobik yiizeylerdeki
gerilmeler benzer bolgelerin etkilesmesine sebep olabilir (Carrio ve Villaverde, 2002).
Stabilizasyonu bozulan proteinler agregasyona ugrayarak inkliizyon cisimcikleri (IB)
olarak bilinen yapilar1 olusturabilirler (Hartley ve Kane, 1988). Inkliizyon cisimciklerinin
olugmasi genelde proteinin ¢oziliniirliilk — agregasyon dengesinin bozulmasindan kaynakli
gerceklesir. Bu cisimciklerin ortadan kalkmasini saglayacak stratejiler ¢oziiniir formda
protein geri kazanimim saglayabilir. Uretilmek istenen protein ¢oziiniirliigii arttiric1 bir
fiizyon protein ile birlikte ekpres edildiginde fiizyon edilen ikinci protein gii¢lii katlanma

egilimi goOsteriyorsa agregasyonu ve IB olusumunu engelleyebilir. Ekspresyon
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vektorlerinde Maltoz Baglayan Protein (MBP) (Kapust ve Waugh, 1999), NusA (Davis
ve ark. 1999) ve glutation S-transferaz (GST) (Smith ve Johnson, 1988) gibi proteinler
gibi afinite etiketi gérevinde proteinler bu amagla kullanilmaktadir. Bu affinite etiket
proteinlerinin protein ¢dziiniirliigiinii nasil arttirdigi tam olarak bilinememekle beraber
bir takim hipotezler ortaya atilmistir. MBP’nin i¢sel saperon aktivitesine sahip oldugu
(Raran-Kurussi ve Waugh, 2012), GST’nin diisiik seviye ¢oziiniirliik arttirma aktivitesi
gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Bird, 2011). Inkliizyon cisimciklerinin olusmas1 (IB) her
zaman kotii olmayabilir. Eger IB’ler hiicrelerin pargalanmasi sonrast in Vitro
uygulamalarla kolayca katlanabiliyorsa bazen iB’lerin olusmasi avantaj bile saglayabilir.
Bu durumda klonlama ve kiiltiir sartlar1 proteinin iB olusturmasi i¢in bile ayarlanabilir
(Burgess, 2009; Basu ve ark., 2011). Proteinlerin E. coli ekspresyonunda ¢oziiniir formda
eldesi ve IB olusumunun engellenmesi icin molekiiler saperonlar da siklikla

kullanilmaktadir (Bkz. Boliim 2.3.2 Molekiiler Saperonlar).

2.2.2. BMP’lerin rekombinant iiretimi

Diger biiylime faktorleri gibi BMP’ler de normal fizyolojik kosullar altinda dokularda
cok diisiik konsantrasyon seviyelerinde aktivite gostermektedir. BMP’ler demineralize
dokulardan dogrudan izole edilmeye ¢alisildiginda 1 g kismi saflastiritlmis BMP {iretimi
icin 30 kg kadar kemik matriksi gerekebilmektedir. Bu durum iiretimi hem yiiksek
maliyetli hem de diisiik verimli bir islem haline getimekte ve uzun saflastirma siireci
zaman kaybina sebep olmaktadir (Urist ve ark., 1987). Genellikle dokularda 5-20 ng/mL
gibi ¢ok kii¢iik dozlarda aktivite gdsteren bu proteinlerin ticari tirtinlerde uygulanan dozu
40 mg/mL seviyelerine kadar ¢ikmaktadir. Bu sebeplerden dolayi iiretimde yiiksek miktar
ve konsantrasyonlarda protein eldesi i¢in ekspresyon sistemlerinin kullanimina
yonelinmistir. Bugiin ekspresyon sistemleri ile {iretilen ¢ok sayida rekombinant protein

terapotik amaglarla kullanilmaktadir (Devine ve ark., 2012).

1980’lerden gilinlimiize kadar BMP familyasindan pek ¢ok farkli BMP proteininin
molekiiler klonlanlamasi yapilmistir. 1988 yilinda insan BMP2 proteini kodlayan gen ilk
kez klonlanmis ve insan orijinli BMP2’nin rekombinant olarak {iretimi i¢in ilk basamak
astlmistir (Wozney ve ark., 1988). Sonraki yillarda insan BMP2 proteini rekombinant

olarak iiretilmis ve ortopedik tedavilerde kullanim i¢in piyasaya sunulmustur. Onceleri
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daha c¢ok ortopedik tedavilerde kullanilan BMP2’ye sonralar1 dis hekimligi
uygulamalarinda da bagvurulmustur (Schlegel ve ark., 2006).

Insan rekombinant BMP2’nin (thBMP2) insan kemik matriksinden direk saflastirilarak
elde edilen BMP2’ye oranla daha diisiik diizeyde osteo indiiktif ozellik gosterdigi
saptanmustir, bununla birlikte chineese hamster ovaryum hiicreleri kullanilarak elde
edilen rhBMP2 ile E.coli’de iiretilen rhBMP2 karsilastirildiginda indiiktif 6zelliklerinin
benzer oldugu goriilmistiir (Bessho ve ark., 2000). rhBMP2’nin terapotik amaglarla
kullanim1 en ¢ok kisitlayan sebep iiretimi ile orantili olarak pahali bir iiriin olmasidir. E.
coli sisteminde yiiksek 6l¢ekli, saf ve biyolojik olarak aktif rhBMP2 {iretimi i¢in ¢abalar

devam etmektedir (Pramesti ve ark., 2012).

E. coli sisteminde insan orijinli disiilfit (S-S) bagina sahip bir protein iiretildiginde ¢ogu
kere ¢oziinmez formda, denatiire ya da inaktif formda proteinler elde edilir ve IB’lerin
sebep oldugu aggregasyonlar gozlenir (Graumann ve Premstaller, 2006). BMP2 proteini
de sahip oldugu disiilfit baglari ile E. coli mikrogevresinde benzer akibete ugradigi rapor
edilmektedir. Yabanil tip BMP2 homodimer olarak aktivite gostermesine ragmen
monomerik formda aktif degildir (Scheufler, 1999). Bu bilgiler 1s1ginda E. coli’de
rhBMP2 iiretme cabalar1 genelde inkliizyon cisimciklerinden ¢oziinilir formda rhBMP2
elde etme ve hBMP2’yi monomerik formdan dimerik forma déndiirme ¢abalari ile hiicre
hatlarinda biyolojik aktivitenin test edilme calismalarini kapsadigi sonucuna

vartlmaktadir.

2.3. Rekombinant Protein Uretiminde Yardimec1 Yontemler

Rekombinant protein iiretiminde bazi yardimci yontemler kullanilmaktadir. Ticari olarak
uygulanabilir bir proses olusturmak i¢in nihai {irliniin yiiksek iiretim verimliligi ve diisiik
maliyeti gerekli olabilmektedir. Hedeflenen spesifik proteinin iiretimi igin ilgili genin
etkili ifadesinin gergeklesmesi gerekir. Protein ekspresyonunda E. coli ekspresyon
sistemi kullannminda karsilasilasilan zorluklar bu yardimeir yontemler kullanilarak
asilabilmektedir. Hedef proteinlerin iiretim verimini arttirma ve dogru katlanmasim
saglama i¢in bazi proteinler ile flizyon halde iiretim yoluna basvurulur: rekombinant
fiizyon protein. Buna benzer sekilde saperon proteinleri ile ko-ekspresyon seklinde iiretim

yontemi de tercih edilmektedir (Yu ve ark., 2014).
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2.3.1. Rekombinant fiizyon protein

Bir rekombinant fiizyon proteini, bir flizyon gen kullanilarak genetik miihendisligi
yoluyla olusturulan bir proteindir. Bu tipik olarak birinci proteini kodlayan bir cDNA
dizisinden durdurma kodonunun ¢ikarilmasini, ardindan ikinci proteinin cDNA dizisinin
ligasyon veya ortlisen uzatma PCR yoluyla ¢erceveye eklenmesini igerir. Bu DNA dizisi
daha sonra bir hiicre tarafindan tek bir protein olarak ifade edilecektir. Protein, her iki
orijinal proteinin tam dizisini veya herhangi birinin yalnizca bir kismin1 igerecek sekilde
tasarlanabilir. Fiizyon hale getirme genelde katalitik aktivite, ¢oziliniirliik, termostabilite,
enzim aktivitesini artirma, ekspresyon seviyesini iyilestirme ve proteinin dogru
katlanmasin1 saglayarak kristal yapi kalitesinin arttirilmasi gibi avantajlar elde etme igin
kullanilir (Yang ve ark., 2016). Calismamizda tistiin 6zellikleri nedeniyle sfGFP proteini

hedef proteininmiz ile fiizyon halde {iretilmistir.

Yesil floresan proteinlerin (GFP) vapisi ve flizyon olarak kullanimi

Biyoteknolojide Floresan proteinlerin tarihi GFP’nin biyoluminesan o6zellik gosteren
Aequorea victoria tiirii denizanasindan kesfi ile baglamistir. Sonrasinda GFP’lerin canli
hiicrelerde fakli uygulamalarla gosterilmesi ile GFP’ler molekiiler hiicresel etiketlemede
onemli bir ara¢ haline gelmistir. GFP ve farkli renklerdeki varyantlarin iiretilmesi ile
floresan proteinler canli hiicrelerin ve organizmalarin gorsellestirilmesinde énemli bir
ara¢c haline geldiler (Remington, 2011). Floresan proteinler; proteinlerin, niikleik
asitlerin, organellerin ve organizmalarin etiketlenmesinde yapisal ¢calismalar i¢in ¢esitli
uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Diger acilardan protein-protein etkilesimleri,
biyosensorlerin gelistirilmesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi gibi fonksiyonel
caligmalar, ve ila¢ taramalari floresan proteinler yardimiyla yapilabilir (Dixit ve Cry,
2003). Floresan proteinlerin fakli versiyonlarinin gelistirilmesi i¢in yapilan ¢aligmalar ve
floresan proteinlerin yeni versiyonlarinin {iretimi lizerine yapilan mutajenez ¢aligsmalari
ile bu proteinlerin parlaklik, fotostabilite, olgunlagsma hizi, oligomerizasyon ve fiizyon
etiketlemedeki performans gibi 6zellikleri iyilestirilmistir (Baird ve ark, 2000). sfGFP
proteini de bu sekilde gelistirilen floresan proteinlerinden biridir. sftGFP zayif katlanan
peptitlere flizyon ortag1 yapildiginda bile hizla katlanmasina ve matiir forma ge¢gmesine

olanak saglayan bir dizi mutasyon tasimaktadir (Pédelacq ve ark., 2006).
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1 MSKGEELFTG VVPILVELDG DVNGHKFSVR GEGEGDATNG KLTLKFICTT GKLPVPWPTL VTTLTYGVQC
71 FSRYPDHMKR HDFFKSAMPE GYVQERTISF KDDGTYKTRA EVKFEGDTLV NRIELKGIDF KEDGNILGHK
141 LEYNFNSHNV YITADKQKNG IKANFKIRHN VEDGSVQLAD HYQQNTPIGD GPVLLPDNHY LSTQSVLSKD
211 PNEKRDHMVL LEFVTAAGIT HGMDELYK

Sekil 2.4 sSfGFP proteinin amino asit dizisi (Sistein aminoasitleri mavi renk ile
isaretlenmistir)

FP’ler polipeptid dizileri iginde ti¢ amino asit dizisinden olusan kromofor yapisina
sahiptir. Kromofor yapisina bagli olarak her floresan protein, bir uyarma ve emisyon
dalga boyuna sahiptir. Farkli dalga boylarinda floresan 151k yayan bu proteinler dogal
olarak farkli renklerde géziikmektedirler. Yesil Floresan Protein mavi ve ultraviyole (395
— 475 nm) arasindaki 1sikta parlak yesil floresan sergileyen bir proteindir. Ilk olarak
Kuzeydogu Pasifik denizanas1 Aequorea victoria’dan izole edilen bu protein 238 amino
asitten olugsmaktadir (Ormo ve ark., 1996). GFP proteini ii¢ boyutlu protein yapisinin
olugmasinda disiilfit baglarini olusturarak 6nemli etkileri bulunan 2 adet sistein amino
asiti icermektedir (Sekil, 2.4). Yabanil tipi stabil ve proteaz - direnc¢li formdadir ve sikica
oOriilmiis beta formundadir. GFP, onbir tane B-levha ve bir B-yaprak yapisina sahip beta
fict  yapisindadir, buna merkezden gecen kovalent bagli kromoforu 4-(p-
hydroxybenzylidene)imidazolidin-5-one (HBI) iceren alfa helix yapis1 eslik eder (Yang
ve ark., 1996). Beta yapist silindirik formdadir ve 42A uzunlukta boya ve 24A genislikte
ene sahiptir (Brejc ve ark., 1997) (Sekil 2.5). HBI, Ser65-Tyr66-Gly67 tripeptit yapisinin
kendiliginden modifiye olmus halidir. GFP iskelesi dogru sekilde katlanmadiginda
floresan degildir ve yabanil GFP’de iyonize olmamis fenol yapisinda bulunur (Bokman
ve Ward, 1982 ). i¢ kisma bakan yan zincirler Ser65-Tyr66-Gly67'de HBI'min fenolat
formuna iyonizasyonunu ve kromofor olusumunu indiikleyen spesifik siklizasyon
reaksiyonlarini indiikler. Bu post-translasyonel modifikasyonlar proteinin olgun forma
gegmesini saglar (Pouwels ve ark., 2008). Oto-siklizasyon ile kromofor olusumu herhangi
bir kofaktdr veya enzime ihtiya¢ duyulmadan gergeklesir, bu hiicresel olayda sadece

molekiiler oksijen gereksinimi duyulmaktadir (Brejc ve ark., 1997). Disaridan mavi dalga
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boylarinda gelen 151k, kromofor bolgesinden yesil floresan 151k olarak emit edilmektedir

(Sekil 2.6)

Sekil 2.5 GFP proteininin ii¢ boyutlu yapis1 (Ormo ve ark., 1996)

A) MOLSCRIPT programi kullanilarak iiretilen GFP proteinin ti¢ boyutlu yapisinin
sematik gosterimi. Kromofor, top ve ¢ubuk modeli ile gosterilmistir. B) GFP’nin genel
katlanmasinin sematik gosterimi. Yaklasik amino asit sayilari ikincil yap1 elemanlarinin
baslangi¢ ve bitimini gostermektedir. Silindirik gosterim o-heliks yapilarini, serit
gosterimleri ise B-kirmali yapilari ifade etmektedir.

gelen mavi
151k

kromofor

m/. emit edilen
yesil floresan
-/‘}—\'_/
kromofor )

Sekil 2.6 GFP proteini ti¢ boyutlu yapisinin ve kromoforun sematik gésterimi (Anonim,
2022)
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Floresan proteinler hedef proteinlerin etiketlenmesinde ve lokalizasyonunda
kullanilmaktadirlar (Tsien, 1998). GFP genini, calisilan yerel organizmanin hedef
proteinin geniyle birlestirmek, proteinin boyutunu ve molekiiler kiitlesini 6nemli 6l¢iide
artirabilir ve proteinin dogal islevini bozabilir veya hiicre i¢indeki yerini veya tagima
yoriingesini degistirebilir (Goodman, 2008). E.coli’de ise, GFP’ler hedef proteinler ile
birlikte ekspres edildiklerinde baz1 durumlarda yanlis katlama tespit edilmistir, ancak
sonradan gelistirilen GFP versiyonlarmin etiketleme i¢in daha uygun olabilecegi
saptanmustir. Bununla birlikte fiizyon proteinler, floresan proteinin katlanma verimini ve
floresansini diisiirebilirler (Nakayama ve Ohara, 2003). Yine sonradan gelistirilen SFGFP
diisiik diizeyde katlanan peptitlerle bile fiizyon halde iiretildiginde giiglii sekilde katlanma
sagladig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Pédelacq ve ark., 2006).

2.3.2. Molekiiler saperonlar (Hsp’ler)

Is1 soku proteinleri (heat shock proteins, HSP’ler) stres kosullarina maruz kalindiginda
hiicresel yanit olarak yogun olarak sentezlenen proteinlerdir. ilk defa 1s1 sokuna verilen
yanitla iligkilendirilerek tespit edildigi i¢i bu ad verilmistir (Ritossa, 1962), ancak farkli
stres kosullarinda da sentezlendigi bilinmektedir. HSP’ler bakteriden insana kadar hemen
her organizmada iiretilmektedir. Is1 soku proteinleri molekiiler agirliklarina gore
adlandirilmistir. Hsp40, Hsp60, Hsp70 ve Hsp90, sirastyla 60, 70 ve 90 kD agirliklaria
gore isimlendirilmistir. 30 kD altinda agirliga sahip kiigiik Hsp’lerin (SHsp) sadece 1s1
sokunda degil bundan bagimsiz olarak memelilerin ve baz1 diisiik yapili omurgalilarda
embriyonik ve gen¢ donemde ekspres edildikleri rapor edilmistir (Marvin ve ark., 2008).
Cogu 1s1 soku proteini diger proteinlerin saperonu olarak islev goriir. Hsp’ler uygun
protein konformasyonunun olusturulmasi ve istenmeyen agregasyonun oOnlenmesine
yardimet olunmasi gibi gorevleri yerine getirirler (Saibil, 2013). Hsp’ler kismi katlanmig
proteinlerin stabilizasyonuna yardime1 olurlar. Baz1 Hsp’ler, yukarida sayilan bu 6nemli
vazifeleri nedeniyle hemen her organizmada farkli seviyelerde ekspres edilirler (Borges
ve Ramos, 2005).

Tek bir peptit olarak sentezlenen proteinlerin fonksiyonel olmalari i¢in {i¢ boyutlu
yapilarina “dogru katlanma” ile ulagmalar1 gerekir. Kisa amino asit zincirinden olusan
peptitler kendiliginden katlanabilmelerine ragmen biiyiik yapili ve kompleks proteinler

dogru katlanma i¢in bir takim hiicresel sistem ve yapilara ihtiyag duymaktadirlar (Tutar
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ve Tutar, 2011). Bu sistemdeki aksakliklardan dolayr yanlis katlanma gibi olumsuz
durumlar ortaya ¢ikabilmekte ve yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi agregasyona
sebep olup organizmada dejereneratif bir takim hastaliklar ortaya ¢gikabilmektedir (Ciocca
ve Calderwood, 2005). Hiicrenin olagan canliligini devam ettirmesi i¢in lretilen
proteinlerin takibi ve kalite kontrolii olmazsa olmazlarindandir. Bu noktada ¢esitli
ailelerden olusan multi-domen proteinler olan saperonlarin diizenleyici rolllerine
gereksinim bulunmaktadir. Normal hiicresel yasamda molekiiler saperonlar sentezlenen
proteinlerin nihai ii¢ boyutlu yapilarina ulasmalarina yardimeci olarak protein kalite

kontrol mekanizmasinin tam ortasinda gorev alirlar (Balchin ve ark., 2016).

Saperonlar IB gibi katlanmamis proteinleri yeniden katlayabilirler. Rekombinat
proteinlerin yiliksek diizeyde iiretilmesiyle molekiiler kalabalik yasanan sitozol ortami
saperonlarin aktivitesi agisindan doygunluga ulagmis ve kalite kontrol yeterince
yapilamiyor olabilir (Hartl ve Hayer-Hartl, 2002). Bu problemin ¢6ziimii igin
indiiklemeden belli miiddet sonra santrifiij yardimiyla besi yeri ortami yenisiyle
degistirilerek saperonlarin aktivitesine devam etmesi saglanarak yeni sentezlenmis
proteinlerin dogru katlanmasina imkan verilmis olur (De Marco ve de Marco, 2004).
IB’lerin olusmasinin engellenmesi icin tek ya da set halindeki molekiiler saperonlarin
hedef protein ile birlikte ko-ekspresyonunun yapilmasi yoluna bagvurulabilir (Nishihara
ve ark., 2000; De Marco ve ark., 2007).

Hsp domeninde bulunan saperonlarin farkli 6zellik ve gorevleri vardir. Hsp60, Hsp70,
Hsp90 ve Hspl00 saperon aileleri ATP-bagimli saperon proteinlerdir (Goloubinoff ve
ark., 1989b, Miller ve Fort, 2018). Bu allosterik hiicresel makineler yanlis katlanmis
peptitleri yeniden katlama ve agregasyona ugramig proteinleri de-agregasyon yapmak
icin ATP hidrolizine ihtiya¢ duyarlar (Clare ve ark. 2009). Farkli doku ve organlarda
digerlerine nazaran ¢ok daha fazla sentezlenen Hsp70 ailesi ayn1 zamanda tizerinde en
fazla arastirma yapilan gruptur. Hsp70 saperonunun uzatilmis peptit zincirlerinin
acilmasi, ayristirilmasi ve stabilizasyonu ile organel zarlar1 boyunca translokasyon,
katlanma, regiilasyonu, 1s1 soku tepkisi, degrade edilecek substratlarin hedeflenmesi gibi
gorevleri vardir (Saibil, 2013). Saperoninler olarak da adlandirilan Hsp60 ailesi katlanma
ve agregasyonun engellenmesi gorevlerini yerine getirir (Young, 2010). Hsp90 ailesi

hiicre sinyallesmesinde gorev alir; steroid reseptdrlerinin ve protein kinazlarin
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baglanmasi, stabilizasyonu ve olgunlasmasit ve yikilacak proteinlerin proteazlara
gotiirtilmesi gibi gorevleri yaparlar (Li ve ark., 2012). Hsp100 ailesi ise proteinlerin
yeniden katlanmasi, proteolizi, termotoleransi ve agregatlarin ¢6ziiniir forma
doniistiiriilmesi ile yeniden modelleme gibi gorevlerde bulunurlar (Weber-Ban ve ark.,
1999).

Cizelge 2.2 Is1 Soku Proteinleri ve E. coli’deki homologlari.

Is1 Soku Proteinleri E. coli’deki Homologu
Hsp70 DnaK

Hsp40 Dnal

Hsp110 GrpE

Hsp10 GroES

Hsp60 GroEL

E. coli organizmasinda Hsp vazifelerini yapan proteinler organizmanin kendi sisteminde
mevcuttur, diger bir deyisle Hsp ailelerinin E. coli’de homologlar1 vardir. E. coli’de
tanimlanan DnaK, Hsp70’in homologudur. Hsp70 ve Hsp40 birbirinin kosaperonu
seklinde c¢alismaktadir (Cizelge 2.2). GrpE ise DnaK’nin kofaktorii olarak islev
gormektedir (Kampinga ve Craig, 2010). Niikleotid degisim faktorii GrpE, DnaK'nin
ATPase dongiisiinii uyarir. Dnal, J domeninin N-terminali aracilifiyla ATP'ye bagh
DnaK'ye baglanarak ATPmin hidrolizini hizlandirir. Dnal proteininin C-terminali,
substrat proteinine baglanir ve DnaK boylece substratina baglanir (Hartl ve Hayer-Hartl,
2002). Kosaperonlar olmadan hiicrenin i¢sel ATP hidroliz hiz1 ¢ok yavastir, DnaK’nin
ATPase dongiisii hizlandirilmis olur. E. coli’de bulunan GroEL ve GroES saperonlari da
kosaperon olarak ¢alismaktadir (Sekil 2.7). Bu molekiiller sirasiyla saperonin olarak
adlandirilan Hsp60 ve Hspl0 saperon ailelerinin homologlaridir (Saibil ve ark., 2013).
Saperoninler silindirik sekilli GroEL ile kompleks olusturan daha kiigiik yapilt GroES
miistakil makinelerdir ve olusturduklar1 kompleks protein katlanmasi i¢in tam bir
izolasyon odasi1 saglar (Goloubinoff ve ark., 1989a). Ribozoma baglanan protein olarak
bilinen tetikleme faktorii (TF) katlanmay1 uyarir, peptitleri stabilize eder, agregasyonu

onler ve agrage olmus peptitlerin yeniden katlanmasini uyarir (Hoffmann ve ark., 2010).
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Sekil 2.7 E. coli’de saperon yardimiyla protein katlanmasi modeli (Thomas ve ark.,
1997°den uyarlanmistir)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Cizelge 3.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihaz

Marka-Model

Buzdolab1 Vestel- GTP 455A
Calkalayici Inkiibator Zhicheng- ZHWY/111C
Calkalayici Inkiibator Biosan ES-20

Dikey Sogutucu (+4 °C) Ugur

Dondurucu (-80 °C) Hettich

Etiiv Memmert

Gti¢ kaynag1 (SDS-PAGE i¢in) Bio-Rad

Hassas terazi Kern

Isitict Magnetik Karistirict

Velp Scientifica

Kar makinesi

Vision

Mikro santrifiij cihazi

Hitachi (Himac CT 15E)

Mikrodalga firin

Argelik- MDsgg

Otoklav cihazi

HMC- Hirayama

PCR cihazi

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. Kullanmilan kimyasallar

Cizelge 3.2 Kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal

Markasi

Agar BD Bacto™ Agar
Agaroz Nzytech
Akrilamid Amresco

Ampisilin Sodium Salt

Fisher bioreagents

APS Biorad
Benzamidin Merck
-Merkaptoetanol Merck
BSA Takara
DMSO Merck
DNA marker (Lamda Hindlll/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
MTT Sigma
Ni-NTA rezin Thermo Scientific
PIPES Sigma
PMSF Serva

Protein marker

Bio-Rad, All Blue
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Protein marker Thermo Scientific

Protein marker Bio Basic

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler

PMSF ¢ozeltisi: 150 pg toz halde PMSF tartilarak 1 mL mutlak etanol i¢inde ¢oziiliir ve
-20 °C’de saklanir.

Kloramfenikol Cozeltisi (34 mg/mL): 340 mg kloramfenikol hassas terazide tartilarak 10
mL mutlak etanolde ¢oziiliir ve 0.22 pm’lik filtreden gegirilerek steril hale getirilir.

FSB ¢ozeltisi: 7.4 g KCI, 7.5 g CaCl2.2H20, 100 g gliserol, 10 mL 1 M (pH:7.5)
KCH3COO almarak pH:6.5’¢ ayarlanir ve hacim 1 L’ye tamamlanir. Cozelti
otoklavlanarak steril hale getirilir.

Ampisilin (100 mg/mL): 1.5 g ampisilin tartilarak 15 mL saf suda ¢oziiliir. Ardindan steril
0.22 um’lik filtreden gegirilerek steril hale getirilir ve steril mikrotiiplere boliinerek -20

°C’de saklanir.

Kanamisin ¢ozeltisi (50 mg/mL): 0.5 g kanamisin hassas terazi kullanilarak tartilir ve 10
mL otoklavlanarak steril hale getirilmis ultra saf suda ¢oziiliir. Ardindan steril 0.22 pm’lik
filtreden gecirilerek steril hale getirilir ve steril mikrotiiplere boliinerek -20 °C’de

saklanir.

IPTG (1 M): 2.38 g IPTG 10 mL steril suda ¢oziiliir ve 0.22 pm’lik filtreden gegirilerek
steril hale getirilir. Steril mikrotiiplere boliinerek -20 °C’de saklanr.

LB Broth ¢6zeltisi: 10 g tripton, 10 g NaCl ve 5 g maya ekstrakti saf suda ¢oziiliir ve nihai

hacim 1 L’ye tamamlanur.

LB Agar: Hazirlanan 1 L’lik ¢ozelti LB Broth ¢ozeltisine 15 g agar ilave edilir ve

otoklavlanarak steril hale getirilir.

Agaroz Elektroforez Jeli: 1 g agaroz iizerine 100 mL 1X TAE tamponu eklenir ve
mikrodalga firinda tamamen eritilerek jel tablasina dokiilir. 1 pL etidyum bromiir

DNA’y1 boyamak iizere jel tankina dokiiliir.
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3.1.4. SDS-PAGE’de kullanilan ¢o6zeltiler

Yiiriitme jeli tamponu: 182 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0.4) 1000 mL saf suda ¢oziilerek
pH:8.8’e ayarlanir.

Yiikleme jeli tamponu: 60.5 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0.4) 1000 mL saf suda ¢oziiliir ve
pH:6.6’ya ayarlanir.

Yirtitme 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
karigimi  klipsler ile tutturulmus SDS-PAGE dikey cam tablasina yiiklenerek

polimerlesmesi beklenir.

Yikleme 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 polimerize olmus yiiriitme jeli lizerine ilave

edilir.

Elektroforez tamponu (1X): 3 g Tris, 14.4 g glisin, 1 g SDS tartilir ve son hacim 1000 mL

olacak sekilde saf su eklenerek hazirlanir.

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 saf su

icerisinde ¢oziilerek nihai hacim 1000 mL’ye ayarlanir.

SDS Jel boyama (Staining) ¢ozeltisi: 0.5 g Coomassie Brillant Blue R-250, 450 mL
metanol igerisinde ¢oziiliip filtre kagidindan gecirildikten sonra karisimin tizerine 100 mL

asetik asit ve 450 mL saf su ilave edilerek nihai hacim 1000 mL’ye ayarlanir.

Destaining Cozeltisi: 100 mL metanol, 100 mL asetik asit ve 800 mL saf su igerisinde

¢Oziilerek hazirlanir.

Amonyum Persiilfat (APS-%10): 0.5 g APS son hacim 5 mL olacak sekilde saf su

igerisinde ¢oziilerek hazirlanir.
3.1.5. Protein saflastirmada kullamilan ¢ozeltiler

Pargalama tamponu (Lysis buffer): 25 mM Tris-HCI1 ve 300 mM NacCl olacak sekilde

tartim islemi tamamlanip saf suda ¢oziiliir ve pH:7.8’e ayarlanir.
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Yikama tamponu (Wash buffer): 10 mM imidazol, 25 mM Tris-HCI ve 300 mM NaCl

olacak sekilde tartilarak saf suda ¢oziiliir ve pH:7.8’e ayarlanir.

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

tartilarak saf suda ¢oziiliir ve pH:7.8’e ayarlanir.
3.1.6. TEV proteaz stok tamponlari
1X TEV proteaz tamponu (Tampon A): 25 mM Tris-HCl ve 150 mM NaCl olacak sekilde

tartilarak saf suda ¢oziiliir ve pH:8.0’e ayarlanir.

1X TEV proteaz tamponu (Tampon B): 25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl ve 14 mM -
merkaptoetanol olacak sekilde saf suda ¢oziiliir ve pH:8.0’e ayarlanir.

3.1.7. Afinite kromatografisi ile protein saflastirmada kullamlan cozeltiler
Yiikleme tamponu: 2.92 g NaCl 500 mL NaH2POs-Na,HPO4 tamponunda (pH:8.0)

¢Oziiliir.

Yikama tamponu (25 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH2PO4-Na,HPO4 pH:8.0):
0.85 g imidazol, 2.92 g NaCl 500 mL NaH2PO4-Na>HPO4 tamponunda (pH:8.0) ¢oziiliir.

Eliisyon tamponu: (300 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH2PO4-Na;HPO4
pH:8.0): 10.2 g imidazol, 2.92 g NaCl 500 mL NaH2POs-Na2HPO4 tamponunda (pH:8.0)

¢Oziilir.

Tris Tamponu: 12.12 g Tris tartilarak bir miktar suda ¢ozildi. Cozelti derisik HCI ile
pH:7.5’a ayarlanir. 2.92 g NaCl eklenir ve nihai hacim su ile 1000 mL‘ye tamamlanir.

300mM immidazol Tris-HCI Tamponu: 2.04 g imidazol 100 mL Tris/HC] tamponu iginde
¢oziiliir. Cozelti derisik HCl ile pH:7.5’a ayarlanir.

3.1.8. sfGFP-BMP2 proteininin inkliizyon cisimciklerinden eldesinde kullanilan
cozeltiler

Siispansiyon Tamponu: 50mM Tris-HCI (pH:8.0), 0.1 mM DTT, 2mM PMSF distile suda

¢oziiliir ve pH:8.0’e ayarlanir.
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Resiispansiyon Tamponu: 50mM Tris-HCI (pH:8.0), %2.5 triton X-100, %20 siikroz

olacak sekilde distile suda ¢oziiliir ve pH:8.0’¢ ayarlanir.

Solubilizing (C6zdiirme) Tamponu: 50mM Tris-HCI (pH:8.0) 8M iire distile suda ¢oziiliir

ve pH:8.0’e ayarlanir.

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

distile suda ¢oziiliir ve pH:8.0’e ayarlanir.

3.1.9. sfGFP-BMP2 proteininin inkliizyon cisimciklerinden eldesi ve Ni-NTA
agaroz kolon iizerinde yeniden katlanmasi ve saflastirilmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Baglama Tamponu: 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazol, 6 M guanidin

hidrokloriir, 1 mM B-merkaptoetanol bilesenlerinden olusur ve ¢ozelti pH:8.0’e ayarlanir.

Yikama tamponu: 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol, 6 M tire, 1 mM -

merkaptoetanol bilesenlerinden olusur ve ¢ozelti pH:8.0’¢ ayarlanir.

Yeniden katlama (refolding) tamponu: 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol,

1 mM B-merkaptoetanol bilesenlerinden olusur ve ¢ozelti pH:8.0’e ayarlanr.

Elisyon Tamponu: 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 500 mM imidazol, 1 mM -

merkaptoetanol bilesenlerinden olusur ve ¢ozelti pH:8.0’e ayarlanir.

33



3.2.  Yontem

3.2.1. Yapilan calismanin 6zeti

Yapilan ¢alismada insan kaynakli rhBMP2’nin E. coli organizmasinda sfGFP ile flizyon
halde ifade edilerek saf olarak eldesi sonras1 Saos-2 tip hiicrelerde bioaktif dzelliklerinin
tayini amaclanmistir. Bunun i¢in Oncelikle GenBankasi veritabanlarindan BMP2
proteinin kodlayan DNA dizisine ulasilmig ve E. coli organizmasi ve pET30a plazmitine
gore kodon optimizasyonu yapilmistir. Gen ifadesi i¢in kullanilacak pET30a DNA
plazmit vektorii ve sSfGFP-BMP2 niikleotit dizisi ticari firmada sentezlettirilmis ve
pET30a plazmitine klonlanmis olarak pET30a/sfGFP-BMP2 plazmit vektorii seklinde
tarafimiza ulagmistir. pET30a/sfGFP-BMP2 plazmiti CaCl, yontemi ile E. coli
BLR(DE3) hiicrelerine transfer edilip uygun kosullarda ifadesi saglanmistir. Ekspresyon
sonrast gergeklestirilen pargalama ve saflastirma islemleri sonucunda sfGFP-BMP2
flizyon proteinin iiretiminin diisiik seviyede kaldigi ve biiyiik ol¢lide IB olusturdugu
gozlemlenmistir. Protein ekspresyon verimliliginin arttirtlmasi ve dogru katlanmanin
saglanmasi i¢in Takara™ saperon plazmit seti kullanilmistir. Set igerisinde bulunan bes
plazmit ile pET30a/sfGFP-BMP2 plazmiti koekspresyon yapilmis ve en yiiksek verimin
elde edildigi pTf16 plazmiti se¢ilerek sonraki ¢alismalar pTf16 ile pET30a/sfGFP-BMP2
plazmitinin koekspresyonundan elde edilen sfGFP-BMP2 fiizyon proteini ile devam
etmistir. Koekspresyon sonucu yiiksek miktarda ve konstantrasyonda protein elde
edilmistir. Pargalama ve santriflij islemlerinden sonra ekspres edilmis fiizyon proteinin
biiyiik olgiide IB olarak pelette ¢oktiigii goriilmiistiir. Slipernatanttan ¢6ziiniir formda
saflagtirilan flizyon proteinin TEV proteaz enzimi ile kesimi gerceklesmemistir.
Saflastirma esnasinda pelete ¢oken IB’ler alinarak yeniden katlama (refolding) islemleri
ve saflastirma islemi gerceklestirilmistir. IB’den saf olarak elde edilen sfGFP-BMP2
proteini TEV proteaz enzim kesimine tabi tutuldugunda kesim islemi gergeklesmis ancak
¢okelti olusmasi sonucu saf BMP2 protein eldesi saglanamamustir. Uretimden
saflagtirmaya kadar her basamakta parlak yesil floresan 6zelligini devam ettiren sfGFP-
BMP2 fiizyon proteininde bulunan BMP2 peptidinin fiizyon halde biyolojik aktivitesini
gosterebilecegi diisiiniilmiis ve Saos-2 tip memeli hiicrelerinde proliferatif 6zelliklerinin

belirlenmesi icin MTT testi uygulanmustir.
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3.2.2. Biyoinformatik ¢aliymalar

Rekombinant olarak iiretimi amaglanan BMP2 proteini GenBank: PDB:1ES7A erisim
numarasina sahip amino asit sekansina NCBI (The National Center for Biotechnology
Information) veri tabani iizerinden ulasilmistir. Insan BMP2 proteini fonksiyonel halde
protein dizisi 114 amino asit uzunlugunda bulunur ve molekiiler biiyiikligii 26 kDa’dur.
Izoelektirik noktasi pl:8.17°dir. Insan BMP2 amino asit sekans1 “MQAKHKQRKR
LKSSCKRHPL YVDFSDVGWN DWIVAPPGYH AFYCHGECPF PLADHLNSTN
HAIVQTLVNS VNSKIPKACC VPTELSAISM LYLDENEKVV LKNYQDMVVE
GCGCR?” seklindedir. Ulagilan amino asit dizisi “reverse translate” yapilarak elde edilen

dizi E. coli organizmasina gore optimize edilmistir (Sekil 3.1).

BMPZ_reverse_transl atgcaggcgaaacataaacagcgcaaacgecctgaaaagcagctgcaaacgecateegetg 60
BMP2_optimize atgcaggctaaacacaaacagcgtaaacgtctgaaatcttcttgcaaacgtcaccegetg 60
khkhkkhkhkhkdk dhkkhkhk dhkdkhkhdhhkd hkkhkdk dkokkkhk hhkkhkdkhkhkdk dkk khkkhkkk
BMP2_reverse_transl tatgtggattttagcgatgtgggctggaacgattggattgtggegecgecgggetatecat 120
BM@Z_pptimize tacgttgacttctctgacgttggttggaacgactggategttgeteecgecgggttaccac 120
kk kk kk kk dkk kk kok kkdkkokkkok kokkokok ok kok hkkkkkokk kk hk
BMP2_reverse_transl gcgttttattgecatggecgaatgecegtttececgetggeggatcatetgaacagecaccaac 180
BMP2_optimize gctttctactgccacggtgaatgecegttecegetggetgaccacctgaactetaccaac 180
kk kk kk khkkkk kk hhkkkkkkkkkk khkhkkhkhkhkk kk kk khkhkkkk % deok ok ok ok
BMP2_reverse_transl catgcgattgtgcagaccctggtgaacagecgtgaacagcaaaattccgaaagegtgetge 240
BMP2_optimize cacgctatcgttcagaccctggttaactctgttaactctaaaatcccgaaagettgetge 240
dkk kk kk kk kkkkkkkhkkkk kokk *k kkk hkkkdk dhkkhkkhkkk kokkkokok
BMP2_reverse_transl gtgccgaccgaactgagcgecgattagcatgetgtatctggatgaaaacgaaaaagtggtg 300
BMP2_optimize gttccgaccgaactgtctgctatctctatgetgtacctggacgaaaacgaaaaagttgtt 300
dede ok gk e gk e ok ke ok *k kK hkkdkkhkkk dhokkdkhk hhkkhkhkhkhkhhkhhkhkhd hok
BMP2_reverse_transl ctgaaaaactatcaggatatggtggtggaaggctgecggctgeege 345
BMP2_optimize ctgaaaaactaccaggacatggttgttgaaggttgeggttgeegt 345
dhdkkkdkkdkdkhkhkhk dhkkkhk dokdkkdk ok kdkkk ok dokkkk kkkkok

Sekil 3.1 Referans alinan ve optimize edilen BMP2 DNA dizileri karsilagtirmasi

BMP2 peptitinden ters okuma ile elde edilen DNA dizisi E. coli organizmasina gore

optimizasyon sonucu elde edilen DNA dizisi karsilastirilmistir (Anonim, 2020).

E. coli organizmasina gore kodon optimizasyonu

Insan BMP2 geninin E. coli organizmasinda yiiksek seviyede ekspresyonu i¢in hedef
genin Oncelikle bu organizmaya gore optimizasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Kodon
optimizasyonu igin (Jcat - The Codon Adaptation Tool vs.) gibi ¢evrimigi platformlar

kullanilmigtir. Bu veri tabanlari bir peptite ait gen sekansinin prokaryotik ya da dkaryotik
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konukgu hiicrelerde yiiksek verimlilikte {iretimi i¢in uygun DNA sekans dizisinin elde

edilmesinde fayda saglamaktadir.

pET30a plazmit vektoriine gdore kodon optimizasyonu

Kodon optimizasyonu gergeklestirilen BMP2 proteinini kodlayan gen bolgesinin pET30a
plazmitine klonlanmas1 hedeflenmistir (Sekil 3.4). Bunun igin vektor sistemine ait ¢oklu
klonlama bolgesinde bulunan restriksiyon enzimlerinden kasette yer alacak DNA dizisini
i¢ bolgesinden kesmeyen uygun olan iki tanesi secilmistir. Bdylece dizinin amino ucuna
Ndel restriksiyon enzim kesim bolgesi ve karboksi ucuna Xhol kesim bolgesi eklenmistir
(Sekil 3.3).

Sonug olarak pET30a DNA plazmitine klonlanacak DNA dizisi sirasiyla: Ni-NTA agaroz
saflastima afinite kromatografisi ile saflagtirmada kullanilmak {izere bas kisimda
6xHisTag kodlayan DNA dizisi, BMP2 proteinini kodlayan DNA dizisi, TEV enzimi
amino asit kesim bolgesini kodlayan DNA dizisi ve son kisimda sfGFP proteinini
kodlayan DNA dizisi olacak sekilde dizayn edilmistir. Yine ilgili gen kasetinin ifade
yoniinde bas kisminda Ndel ve son kisminda Xhol restriksiyon enzimlerinin kesim

bolgelerini kodlayan diziler bulunmaktadir (Sekil 3.2).

Ndel —| 6xHistag sfGFP REY Jes hBMP2 |— Xhol
< Bolgesi

Sekil 3.2 pET30a DNA plazmitine klonlanmasi planlanan gen kaseti

Gen kaseti ekspresyon yoniinde metiyonin amino asitini kodlayan “-ATG-" dizisi ile
baslamaktadir. sSfGFP proteinini kodlayan DNA gen dizisinde orijinal dizinin sonundaki
stop kodon silinmis, ENLYFQGS amino asit dizisine sahip TEV proteaz enzimi kesim
bolgesini kodlayan DNA dizisini takiben BMP2 gen dizisi sonunda “stop kodon” olacak
sekilde yerlestirilmistir. Bu tasarim sayesinde protein ifadesinden sonra yapilacak Ni-
NTA afinite kromatografisinde gen kasetinde kodlanan amino asit dizisinin tek bir peptit

halinde eldesi amaglanmistir. TEV proteaz kesiminden sonra yapilacak ikinci Ni-NTA
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afinite kromotografisinde ise 6xHis-Tag bagli sfGFP’nin kolona baglanmasi ve serbest

kalan BMP2 proteininin kolona baglanmaksizin kolon altinda toplanmasi hedeflenmistir.

TGCAGGCTAAACACAAACAGCGTAAACGTCTGAAAT
CTTCTTGCAAACGTCACCCGCTGTACGTTGACTTCTCTGACGTTGGTTGGAACGACTGGATCGTTGCT
CCGCCGGGTTACCACGCTTTCTACTGCCACGGTGAATGCCCGTTCCCGCTGGCTGACCACCTGAACTC
TACCAACCACGCTATCGTTCAGACCCTGGTTAACTCTGTTAACTCTAAAATCCCGAAAGCTTGCTGCG

TTCCGACCGAACTGTCTGCTATCTCTATGCTGTACCTGGACGAAAACGAAAAAGTTGTTCTGAAAAAC

TACCAGGACATGGTTGTTGAAGGTTGCGGTTGCCGTTGAGGATCCHEN

MQAKHKQRKRLKSSCKRHPLYVD
FSDVGWNDWIVAPPGYHAFYCHGECPFPLADHLNSTNHAIVAQTLVNSVNSKIPKACCVPTELSAISMLYL
DENEKVVLKNYQDMWEGCGCRGS.

b.

Sekil 3.3 pET30a’ya klonlanan gen kasetinin (a.) niikleotit ve (b.) amino asit dizileri.

Kirmizi: restriksiyon enzim kesim bdolgeleri; Mor: TEV proteaz kesim bolgeleri; Yesil:
sfGFP i¢in DNA ve aminoO asit dizileri; Sari: BMP2 i¢in DNA ve amino asit dizileri;
Mavi: 6xHisTag bolgesi.
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Xho 1(158)
Not I(166)
Eag I(166)
Hind 1lI(173)
Sal 1(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH I(198)
EcoR V(206)
Nco 1(212)
Kpn [(238)

Bpu1102 1(80 Bgl ll(241)
B - ng V(268)
Nde I(346)

Xba 1(384)

SgrA 1(495)

Dra I11(5180)

Pvu 1(4479)
Sqf 1(4479)

Sma 1(4353) Miu I(1176)
u

S Bcl 1(1190)
Nru 1(4136) <
pET-30a(+) g; BStE 11(1357)
(5422bp) i Apa 1(1387)
©
S
&

Eco57 1(3825) BssH 11(1587)

AlwN 1(3693) Hpa I(1682)

BssS 1(3450) PshA 1(2021)

BspLU11 13277) /
Sap 1(3161)
Bst1107 1(3048)
Tth111 1(3022)

Bgl 1(2240)
Fsp 1(2258)
Psp5 11(2283)

Sekil 3.4 pET30a DNA plazmitine ait gen haritas1 (Novagene)

3.2.3. Kompetent hiicre hazirlanmasi

-80°C’de stoklanmis olan BL21(DE3) pLysE hiicreleri LB petrilerine ekilip 37°C’de 16
saat inkiibasyona tabi tutuldu. 16 saatlik inkiibasyon sonunda petriden tek koloni alinarak;
iginde 25 mL SOB bulunan 250 mL’lik erlene inokiile edildi ve 250 rpm ve 37°C’de 6
saat inkiibe edildi. 6 saatin sonunda kiiltiir i¢in, i¢inde 250 mL SOB bulunan 3 tane erlen
hazirland1 ve 25 mL’lik BL21(DE3) kiiltiiriinden erlenlere sirasiyla 10 mL, 4 mL ve 2

mL inokiile edildi. Hazirlanan erlenler 18 - 22 °C aralifinda 14 saat boyunca ¢alkalayicili
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inkiibatorde 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Kiiltiirlerin 45 dakikada bir ODegoo
degerleri dlgiilerek bu deger 0.55’e ulastiginda erlenler inkiibatérden alindi ve 10 dakika
buzlu su banyosunda bekletildi. Sonrasinda hiicreler +4°C’de 2500 g (3900 rpm)’de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve kalan besiyeri tamamen
uzaklastirildi. Hiicrelere 0 °C deki 80 mL PIPES’li tampon ilave edildi ve hiicreler, +4
°C 2500 g (3900 rpm)’de 10 dakika santrifiijlendi. Tiip icerisiden tampon c¢ozelti
tamamen uzaklastirild: ve hiicrelere 0°C’de 20 mL PIPES’li tampon ilave edildi. Tiip
hafifce sallanilarak hiicreler yeniden siispansiyon hale getirildi. Siispansiyon tizerine 1.5
mL DMSO eklenir ve hafifce karistirildi. Buz banyosunda 10 dakika bekletilen hiicreler
steril mikro tiiplere boliindii ve -80°C’de sakland1 (Inoue ve ark. 1990).

3.2.4. pET30a/sfGFP-BMP2 plazmit vektoriiniin E. coli BL21(DE3) pLysE’ye
transformasyonu

Buz banyosunda bulunan E. coli BL21(DE3) pLysE kompetent hiicrelerden 200 uL‘lik
kisimlar alind1. Gerekli sayida mikrotiipe pipetleme yapildi. Uzerine 5 uL. DNA pilazmit
eklendi ve karistirilarak 60 dk buz banyosunda gomiilerek beklendi. Bekleme sonrasnda
2 dakika 42 °C‘de 1s1 sokuna maruz birakildi ve tekrar buza gomiilerek 5 dakika
bekletildi. Uzerine 200 pL LB besi yeri eklenerek 37°C ve 240 rpm‘de 30 dk inkiibasyona
birakildi. 30 dakika sonunda her bir mikrotiip bir 50 pg/mL kanamisin igeren LB petrilere
drigalski spatiilii ile yayildi ve 37°C‘de gece boyu inkiibasyona birakildi (Hanahan,
1985).

3.2.5. sfGFP-BMP2’nin E. coli BL21(DE3) pLysE’de ifadesi

Kanamisin antibiyotikli ortamda biiyiiyen koloniler pozitif olarak kabul edilerek se¢ildi.
Transforme E.coli BL21(DE3) pLysE hiicreleri uygun antibiyotik igeren sivi besiyerinde
37°C’de inkiibe edildi, hiicrelerin yogunlugu spektrofotometrik analiz ile takip edildi.
Optik yogunluk ODgoo ~0,7 degerine ulasilinca besi ortami igerisinde son konsantrasyonu
1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilerek sftGFP-BMP2 ekspresyonu i¢in indiikleme
islemi gergeklestirildi. 3 ila 4 saat arasi inkiibasyonun ardindan erlenlerdeki hiicreler

santrifiij kaplarinda toplanarak saflastirilmak tizere toplandi ve -20 °C’de sakland.
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3.2.6. E. coli hiicrelerinin parcalanmasi ve sfGFP-BMP2’nin afinite
kromatografisi ile saflagtirilmasi

-20°C’de saklanan hiicreler fosfat pargalama tamponu ile siispanse edildikten sonra
igerisine pargalama islemi i¢in lizozim ve proteaz aktivitesinin 6nlenmesi i¢in 50 pl
PMSF ¢ozeltisi 50 pl uM/mL benzamidin-HCI ilave edildi. Buzlu su banyosuna alinan
hiicreler 9cycle, % 100 giig ile 60 dk sonikatdr kullanilarak pargalandi. Pargalama sonucu
aliman c¢oOzelti santrifiij ile kaba hiicre kalintilarindan arindirildi. Buradan alinan
siipernatant 30.000 rpm +4°C’de 30 dk santrifiij edildi. Hidrofobik proteinler ve diger
hidrofobik hiicre materyalleri ¢oktiiriildii. Santrifiij sonrasinda alinan siipernetant nikel
bazli (Ni-NTA agaroz) afinite kolonundan gegirildi. Sonrasinda kolon 10 mL pargalama
tamponu ile yikanarak kolona tutunamayan proteinler uzaklagtirildi. Sonrasinda nikel
bazli kolona kismi tutunan histidin yOniinden zengin proteinleri elimine ederek
istenmeyen bant olusumunu engellemek i¢in, kolon diisiikk konstantrasyonda imidazol
igeren 5 mL yikama tamponu ile yikandi. Bu islem igin yiiksek miktarda yikama tamponu
kullanmak 6xHis- ile etiketlenmis flizyon proteinimizin kaybina sebep olacaktir. Bu
islemler sirasinda hedef protein kolona tutunmus halde bulunmaktaydi. Son olarak
yiiksek konsantrasyonda imidazol igeren eliisyon tamponu ile hedef protein kolondan
indirildi. Kolondan gelen biitiin fraksiyonlar toplandi.

3.2.7. sfGFP-BMP2’nin saperon plazmit sistemi ile koekspresyonu

Takara Bio’s Saperon Plazmit Kiti igerisinde bes adet plazmit bulunmaktadir (Sekil 3.5).
Bu plazmitler setler halinde dnaK,-dnaJ- grpE, groES-groEL ve tetikleme faktorii (tig)
saperonlarin1 kodlayan gen bolgeleri icermektedir. Farkli plazmitlerde farkli saperon
setlerini kodlayan gen bélgeleri bulunmaktadir. pG-KJE8 plazmitinde hem dnaK,-dnaJl-
grpE ve hem groES-groEL komplekslerini kodlayan gen bélgeleri bulunmakta ve her iki
gen bolgesi farkli promotora sahip oldugu i¢in farkl: indiikleyici ajanlar ile uyarilmaktadir

(Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 Plazmit seti igerisinde bulunan saperon plazmitler

No | Plazmit Saperon Promotor | Indiikleyici Direng
markorii
1 | pG-KJE8 | dnaK-dnaJ-grpE- | araB Tetracycline Cm
groES-groEL Pztl L-Arabinose
2 | pGro7 groES-groEL araB L-Arabinose Cm
3 | pKIE7 dnaK-dnalJ-grpE araB L-Arabinose Cm
4 | pG-Tf2 groES-groEL-tig Pztl Tetracycline Cm
5 | pTfle tig araB L-Arabinose Cm

Plazmitler ve kodladigi saperon proteinler, promotorlari ve indiikleyici ajanlari.

Plazmitler kloramfenikol antibiyotik diren¢ geni tasimaktadirlar (Cm: Kloramfenikol).

Sette kullanilan plazmitler etkili bir ekspresyon saglanmasi i¢in koekspresyon yapilirken
koordineli sekilde ¢alisan saperonlar farkli kombinasyonlarda birlikte ekspresyon
edilecek sekilde tasarlanmistir. Bu sayede calisilan hedef proteinlerin saperonlar
yardimiyla ¢oziiniir formda kalmasi amaglanmustir. Plazmitler birer pACY C replikasyon
orijinine ve kloramfenikol (Cm") diren¢ genine sahiptir (Cizelge: 3.3), bu 6zellik hedef
protein i¢in ampisilin direng geni tasiyan ColE-1 tip plazmitlerinin kullanilabilmesini
saglamaktadir. Plazmitler araB ve Pzt-1 (tet) tip promotor tagimaktadir. Bu da lac tipi
promotorlarin kullanilmasina olanak saglamaktadir. Sistem plazmitleri ayn1 promotor ve

direng 6zellikli ekspresyon plazmitleri ile ¢aligilmamali ve kloramfenikol-direngli E. coli

organizmalar1 konakgi olarak kullanilmamalidir.

41




araB

pG-KJE8 groES

dnak  (11.1 kb) pzt-1

pACY

pKJE7
(7.2 kb)

araB

! Cmr

pACYC ori

araC

pGro7
(5.4 kb)

PACYC ori QrokES

groEL

pG-Tf2
(8.3 kb)

Sekil 3.5 Takara™ Saperon Plazmit Kitine ait plazmitler

Saperonlar, proteinlerin ribozomlarca sentezlenmesinden sonra erken katlanmalarini
engelleme, dogru katlanmay1 saglama ve yanlis katlanmis proteinleri diizeltilmesi gibi

islemlerde rol alirlar. Calismamizda kullandigimiz Takara™ plazmit kitinde farklh
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saperon proteinlerini kodlayan pG-KJE8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2 ve pTf16 (Cizelge: 3.3)
bulunmaktadir. ilk basamak olarak plazmitler 1 pl olacak sekilde dncesinde kompetent
hale getirilmis E. coli BL21-Al hiicrelerine ayr1 ayri CaCl; yontemi ile transforme edildi
ve sonrasinda 20 pg/mL kanamisin igeren LB petrilere yayilimi yapildi. 37°C’de gece
boyu inkiibasyon sonrasi transformasyon sonucu pozitif koloniler kendi antibiyotik
direnglerine gore (kloramfenikol) secildi ve alinan tek kolonilerden ayr1 ayr1 biiyiitiilen
kiiltiirler tekrar kompetant hale getirildi. Islem sonunda pG-KJES8, pGro7, pKJE7, pG-
T2 ve pTfl6 plazmitlerini tasiyan E. coli BL21-Al hiicreleri kompetant hale getirilmis
oldu. Sonrasinda bu kompetent hiicrelere pET30a/sfGFP-BMP2 plazmiti CaCl;
transformasyon yontemi ile transforme edilerek 20 pg/mL kloramfenikol ve 50 pg/mL
kanamisin iceren LB petrilere yayilimi yapildi. 37°C’de gece boyu biiylime sonrasi pozitif

koloniler seg¢ildi.

20 pg/mL kloramfenikol ve 50 pg/mL kanamisin igeren 5 mL LB sivi besiyerinde
calkalayici inkiibator yardimiyla 37°C’de gece boyu biiyiitiilen baslatici kiiltiirlerden
1/100 (v/v) oraninda alind1. 20 pg/mL kloramfenikol ve 50 pg/mL kanamisin igeren 50
mL sivi LB bulunan erlenlere inokiilasyon islemi yapildi. Hedef protein ekspresyonu
basladiginda E. coli hiicrelerinde saperonlarin hazir olmasi i¢in saperon plazmitlerinin
indiikleyici ajanlari, son konsantrasyonlar L-arabinoz i¢in 0.5 mg/mL ve tetrasiklin i¢in
5 ng/mL olacak sekilde IPTG ile hedef proteinin indiiklenmesinden 30 dakika dnce besi
ortamina ilave edildi. pGro7, pKJE7 ve pTf16 plazmitleri i¢in sadece L-arabinoz; pG-
KJE8 i¢in hem L-arabinoz hem tetrasiklin; pG-Tf2 i¢in sadece tetrasiklin kullanildu.
Koekspresyon baslamasi i¢in saperon iiretiminin ODsgo ~0,6 degerine ulasilinca besi
ortami igerisinde son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilerek sfGFP-
BMP2 ekspresyonu i¢in indiikleme islemi gerceklestirildi. 3-4 saat inkiibasyonun
ardindan erlenlerdeki hiicreler santrifiij kaplarinda toplanarak saflastirilmak iizere

santrifiij yardimiyla pellet hale getirilip toplandi.

3.2.8. sfGFP-BMP2 fiizyon proteininden BMP2 peptidinin TEV proteaz kesimi ile
c¢ikarilmasi

TEV protease (Tobacco Etch Virus nuclear-inclusion-a endopeptidase) Tobacco Etch
Virus (TEV)’den iiretilen yiiksek oranda sekans-spesifik sistein proteazdir. Flizyon

proteinlerin kesilmesinde siklikla tercih edilir. Bu enzim ENLYFQ\S amino asit
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dizisinden optimal verimle kesmektedir. TEV proteaz enzimi 14 mM merkaptoetanol, 25
mM Tris ve 150 mM NaCl (pH:8) konsantrasyonuna sahip tampon ¢ozeltisi i¢erisinde

optimum verimle ¢alismaktadir.

TEV proteaz enzim kesimine gegilmeden evvel saflastirilmis TEV Proteaz proteini ve
sfGFP-BMP2 flizyon proteini igerisinde bulunduklari eliisyon tamponundan arindirilmak
icin, TEV tamponu ile gece boyu diyalize birakilarak degisimi saglandi. Sonrasinda

kesim islemine ge¢ildi. Enzim kesim kosullar1 Cizelge 3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4 TEV proteaz kesimi igin olusturulan reaksiyon kosullari

Bilesenler Kullanilan hacim
TEV Enzim (0.5 ug/mL) 25 uL
Protein (sfGFP-BMP2) (2ug/mL) 50 uL
Tampon 125 uL
Toplam hacim 200 uL

Enzimin konsantrasyonu diisiik oldugu i¢in kullanilan miktar yiiksek tutulmustur.

3.2.9. Protein yeniden katlanmas: (refolding)

sfGFP-BMP2 proteininin IB’lerden yeniden kazanimi ve saf olarak eldesi i¢in iki farkli

yeniden katlama yontemi kullanilmistir.

1. Yontem: Bu yontemle SfGFP-BMP2 proteini IB’lerden yeniden katlanma ve

sonrasinda Ni-NTA agaroz kolon yardimiyla saflagtirilarak yeniden kazailmistir
(Melissis ve ark. 2010).

2. Yontem: Bu yontemle SFGFP-BMP2 proteini IB’lerden matriks destekli olarak Ni-
NTA agaroz kolon ilizerinde yeniden katlanma islemi ve saflagtirma ile yeniden

kazanilmistir (Anonim, 2007).

1. sfGFP-BMP?2 proteininin IB’lerden yeniden kazanimi: veniden katlanmasi ve Ni-NTA
agaroz kolon vardimivla saflastirilmasi

E. coli BL21-Al hiicrelerinde 37°C’de ve LB besiyerinde biyiitiilen hiicreler optik
yogunluk ODgoo=0.6 degerine ulastiginda 1 mM IPTG ile indiiklenmis ve indiiklemeden
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4 saat sonra toplanmistir. Toplanan hiicreler -20°C’de saklanmistir. -20°C'den alinan
hiicreler +4 °C’de Tris-HCI tamponu (50mM Tris, 0.1 mM DTT, 2mM PMSF pH:8.0) ile
stispanse hale getirilmistir. Siispanse edilen hiicrelere lizozim enzimi ilave edilerek 90 dk
sonikatorle parcalama iglemi uygulandi (9 Cycle). Pargalamanin ardindan 12.000 rpm de
15 dk santrifiij islemi yapildi. Santrifiijle elde edilen pelet restispansiyon tamponu (50mM
tris-HCI (pH:8.0), %2.5 triton X-100, %20 siikroz) ile siispanse edilerek yikandi ve (1 g
pelet i¢in SmL ¢ozelti) pelet 12.000 rpm de 15 dk santrifiijle toplandi. (Bu islem iki kez
tekrarlandi).

Yikanan pelet 8 M iire i¢eren ¢6zdiirme tamponu (50mM Tris-HCI (pH:8.0)) ile (1 g pelet
icin 10mL ¢ozelti) 5 saat hafifce karistirilarak ¢oziildii. Sonrasinda 12000 rpm'de 15 dk
santrifiij yapilir. Elde edilen siipernatant iizerine azar azar soguk refolding (yeniden
katlama) tamponu (100mM Tris-HCI, 10mM DTT, %20 gliserol (pH:8.0)) protein
konsantrasyonu 0.2 mg/mL'den az olacak sekilde eklendi ve 16 saat 4°C'de hafifce
karistirildi. Sonrasinda 12.000 rpm de 15 dk santrifiij yapildi ve siipernatant alinarak
100mM NaCl igeren 20mM Tris-HCI (pH:8.0) tamponuna kars1 diyaliz edildi.

Diyaliz tirtinii ylikleme tamponuyla (100 mM Tris-HCI (pH: 7.5)) yikandi. Sonrasinda
Ni-NTA agaroz i¢eren kolana tatbik edildi. Kolondan gelen biitiin fraksiyonlar toplandi.
Protein yiliklenmis kolon 10 mM imidazol i¢ceren 100 mM Tris/HCI (pH:8) tamponuyla
yikanarak kolonda tutunmus halde bulunan istenmeyen proteinlerin ayrilmasi saglandi.
Sonrasinda 300 mM imidazol igeren, 100 mM Tris/HCI1 (pH:8.0) tamponuyla kolona
tutunmus olan proteine eliisyon islemi yapildi. Toplanan fraksiyonlardan alinan
numuneler jel yiikleme tamponuyla karistirilip, 100°C'de 2 dakika denatiire edilerek
onceden hazirlanan SDS-PAGE jelinin kuyucuklarina yiiklendi (Melissis ve ark. 2010).

2. sfGFP-BMP2 proteininin IB’lerden vyeniden kazanimi: Ni-NTA agaroz matriks
destekli olarak yeniden katlanmasi ve saflastirilmasi.

Bu islem parcalama, yikama, ekstraksiyon, saflastirma, yeniden katlama ve eliisyon
asamalarindan olusmaktadir.

Par¢alama (Lysis): 1 gram pelet icin 5 mL olacak sekilde 2 g hiicre peleti tizerine 10 mL
pargalama tamponu (20 mM Tris-HCI, 0,5M NaCl (pH:8.0)) ilave edildi. Siispanse edilen
hiicreler iizerine 100 uL. PMSF ve 100 pL Benzamidin-HCI ve 10 mg lizozim eklendi.
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Buzlu su banyosuna alinan hiicreler 9cycle, %90 power ile 45dk sonikator ile pargalama
islemi gergeklesirildi. Sonrasinda 12.000 rpm +4°C’de 20 dk santrifiij islemi
gergeklestirildi.

Yikama: 1 g pelet i¢in 5 mL ¢ozelti sekilde soguk 2 M iire, 20 mM Tris-HCI, 0.5 M
NaCl,% 2 Triton X-100 pH:8.0 ¢6zeltisi eklenerek buz lizerinde 4 dongii, %62 giic ile 5
dk sonikatorde tutularak siispanse hale getirildi. Sonrasinda 12.000 rpm’de +4°C’de 20
dk santrifiij edildi. Bu islem toplamda iki kez tekrarlandi. Son kez Triton X-100 ve iireyi
uzaklastirmak icin 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl pH:8.0 tamponu ile ayni islem
tekrarlandi.

Ekstraksiyon: 1 g pelet icin 5 mL ¢6zelti olacak sekilde, 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl,
5 mM imidazol, 6 M guanidin hidrokloriir, I mM B-merkaptoetanol pH:8.0 iginde pelet
yeniden siispanse edildi ve oda sicakliginda 30 - 60 dakika karistirilip 12.000 rpm’de
+4°C’de 20 dk santrifiij edildi.

Saflagtirma: 1 mL Ni-NTA rezin kolona alindi ve kolon 5 mL distile su ile yikandi. Kolon
10 mL ekstraksiyon tamponu (20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazol, 6 M
guanidin hidrokloriir, 1 mM B-merkaptoetanol pH:8.0) ile dengelendi. Sonrasinda
santrifiijlenen numunenin siipernatantt kolona yiiklendi ve kolon 10 mL 1. yikama
tamponu (Tris-HC1, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazol, 6 M guanidin hidrokloriir, I mM 2-
merkaptoetanol pH:8.0) ile yikandi. Sonrasinda kolon tekrar 10 mL 2. Yikama tamponu
(20 mM Tris-HC1, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol, 1 mM B-merkaptoetanol, 6 M iire
pH:8.0) ile yikandi.

Refolding (Yeniden Katlanma): Refolding islemi i¢in 2. yikama tamponundan baglayarak
6..>..0 M iire gradienti olusturuldu. 20 mM Tris-HC1, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol, 1
mM B-merkaptoetanol temelinde sirasiyla 6M, 5M, 4M, 3M, 2M, IM ve OM iire igeren
tampon ¢ozeltirlerinde 5’er mL olacak sekilde 0.1 - 1 mL/dk hizla kolondan gegirildi.

Eliisyon: 10 mL 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazol, 1 mM B-merkaptoetanol
(pH:8.0) ve 10 mL 20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 10 mM imidazol, 1 mM pB-

merkaptoetanol (pH:8.0) tamponu kolondan gegirildi ve son olarak 20 mL 20 mM Tris-
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HCI, 0.5 M NaCl, 300 mM imidazol, 1 mM B-merkaptoetanol (pH:8.0) tamponu ile
elisyon islemi yapildi (Anonim, 2007).

3.2.10. Dairesel dikroizm (circular dichroism) (CD)

Dairesel Dikroizm asimetrik bilesiklerin mutlak konfigiirasyonlarinin bulunmasinda
kullanilan optik bir 6zelligi temel alan spektroskopik bir yontemtir. Daha ¢ok “CD”
kisaltmast kullanilir. Uzak ultraviyole 1sik kullanildiginda “far-UV-CD” seklinde
adlandirilmaktadir. Sistem temelde asimetrik molekiiliin gelen 15181 hangi yonde kirdigi
ve sogurmast ile ilgilidir. Asimetrik bilesikler, sag ya da sol diizlem polarize 1siklar1 farkl
miktarlarda sogururlar (absorplarlar) ve bunun sonucu olarak da 1sik elipsel polarize hale
gelir ve bu 6zellik kullanilarak, optikce aktif molekiillerin mutlak konfigiirasyonlar1 tesbit
edilebilir. CD analizi ile proteinlerin a-sarmal, B-yaprak, B-kivrimli ya da diizensiz
kivrimlar: tespit edilerek ii¢ boyutlu katlanmalar1 analiz edilmektedir. Yapilan analiz
neticesinde elde edilen verilerle referans degerler karsilastirilarak ¢alisilan numunelerin

katlanma dogruluklari test edilebilmektedir.
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Sekil 3.6 CD analizi sonucu olusturulan a-sarmal, B-iplik ve diizensiz kivrilmalarin grafik
gosterimleri (Wei ve ark., 2014’°ten uyarlanmaistir)

Yaptigimiz ¢alismalarda onceki boliimlerde anlatildig: sekilde {i¢ farkli metotla sfGFP-
BMP2 protein eldesi saglanmisti: 1. Numune, 2. Numune ve 3. Numune (Sekil 3.7). Elde

edilen bu {i¢ numunenin ii¢ boyutlu katlanmalarinin tespiti ve olusan yapilarin analizi i¢in
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dairesel dikroizm (CD) analizine tabi tutulmuslardir. 0.1 Molar NaH2POs-Na;HPO4
(pH:8) tamponu igerisinde gonderilen numunelerin 6l¢iimleri 190 — 300 nm dalga
boyunda Jasco CD analiz cihazi ile yaptirilmistir. CD sonuglart CAPITO CD Analayses

and Plotting programinda analiz edilerek grafikler olusturulmustur.

1. Numune 2. Numune 3. Numune

Sekil 3.7 Dairesel Dikroizm (CD) olgtimleri igin olusturulan numuneler (Anonim, 2022)

1. numune: Siipernatanttan saflastirma yoluyla elde edilen protein 6rnegi, 2. numune: 1.
yontem ile inkliizyon cisimciklerinden yeniden kazanilan protein 6rnegi, 3. numune: 2.
yontem ile inkliizyon cisimciklerinden yeniden kazanilan protein 6rnegi.

3.2.11. rhBMP2’nin biyolojik aktivite tayini

MTT testi hiicrelerin hiicre canliiginin, proliferasyonunun ve sitotoksisitenin bir
gostergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6l¢mek icin kullanilan kolorimetrik bir
testtir. Canli hiicrelerde osteorediiktaz enzimleri belirli sartlar igerisinde mevcut canl
hiicrelerin sayisini yansitabilir. Bu enzimler, kimyasal olarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir olan tetrazolyum boyast MTT'yi, mor renkli ¢6ziinmeyen
formazana indirgeme yetenegine sahiptir (Mosmann, 1983). Sar1 bir tetrazol olan MTT,
canlt hiicrelerde mor formazana indirgenir. MTT uygulamasinda, MTT, mitokondriyal
rediiktaz tarafindan formazana donistiriiliir (Vistica ve ark., 1991). Coziinmeyen
formazan kristalleri, bir ¢6ziindiirme soliisyonu kullanilarak ¢oziiliir ve elde edilen renkli
soliisyon, spektrofotometre kullanilarak 500-600 nanometre dalga boyunda absorbans
Olgiilerek belirlenir. Cozelti renginin koyulugu canli hiicrelerin varliginin ¢oklugunu

gosterir.
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Sekil 3.8 Cok gozlii hiicre plakast MTT ve formazonun molekiil yapisi

a) MTT ve formazanin molekiil yapisi. b) 96 gozlii hiicre plakasinda yapilan MTT testi
sonrast sonrasi olusan gdriintiiniin sematik gdsterimi. Canli hiicre varlig1 soldan saga ve
yukaridan agagi artmaktadir (Anonim, 2010).

MTT yontemi i¢in ilk olarak 24 gozli kiiltiir plakasinda yukaridan asagiya A,B,C ve D
nolu siralarda Saos-2 hiicreleri biiyiitiildii (Sekil 3.9). Uygun biiyiikliige ulasan hiicreler
tizerine PBS tamponunda hazirlanan BMP2 diliisyonlarinin uygulanmasinin ardindan 24.
ve 48. saatlerdee dlglimler gerceklestirildi. Saos-2 tip hiicrelerin biiylime egrisi dikkate
alinarak uygulama igin yeterli hiicre sayisi i¢in 24 saat sonunda hiicrelerin logaritmik

evreye girmis olacagi varsayilmigtir.
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Sekil 3.9 MTT uygulamasi yapilan 48 gozlii kiiltiir plakasi (Anonim, 2022)

A: 1. numune; B: 2. numune; C: 3. numune; D: Kontrol. BPS tamponuna kars1 diyaliz
edilmis sfGFP/BMP2 flizyon protein konsantrasyonlari: 1: 0 ng/mL, 2: 15.625 ng/mL,
3: 31.25 ng/mL, 4: 62.5 ng/mL, 5: 125 ng/mL, 6: 250 ng/mL, 7: 500 ng/mL, 8: 1000
ng/mL.

MTT Uygulamasi

MTT uygulamasinda baslamadan evvel kuyucuklardaki kullanilmis besi ortami ¢ekildi
ve hiicrelerin iizerine %10 MTT (0.5 mg/mL, PBS’de ¢6zdiiriilmiis) iceren besi ortami
eklenmistir. Hiicreler 37 °C’deki %5 CO;’li inkiibatorde 151ksiz ortamda 3 saat boyunca
inkiibe edildi. 3 saat inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki MTT igeren besi ortami ¢ekildi.
Ortama DMSO eklendi ve formazan kristalleri bu sayede ¢ozdirildi. 2-3 dk
calkalayicida diisiik rpm’de (100 rpm) calkalanarak kristallerin iyice ¢6ziinmesi sagladi.
Hiicre kiiltiir plakalar1 UV spektrofotometrede ODs70°de okundu.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. sfGFP-BMP2’nin E. coli BL21(DE3) pLysE’de ekspresyonu

E. coli pLsyE hiicrelerinde sfGFP-BMP2 proteinin ekspresyonu sonrasi saflagtirma
islemi icin nikel bazli affinite kromotagrofisi yapilip sonrasinda sonuglar SDS-PAGE
yontemi ile analiz edilmistir. Sonuclar incelendiginde total hiicre proteini ve pellet
yiiklemelerinde beklenen muhtemel kDa biiyiikligiinde yogun konsantrasyona sahip
bantlar goézlenirken, siipernatant ve ellisyon yiiklemelerinde ¢6ziiniir formda protein
eldesi ¢ok diisiik miktarda gozlemlenmistir. Ekspresyon sonrasinda hiicrelerde yesil
floresan renk belirmeye baslamistir. Pargalama ve saflastirma isleminde calisilan
¢ozeltinin daha bariz sekilde yesil floresan renge biirtinmesi fiizyon proteinimizin E. coli
BL21(DE3) pLysE hiicreleri tarafindan ekspresyonunun yapildigini gostermektedir.
Ancak 30.000 rpm’de yapilan ultrasantrifiij neticesinde siipernatantta diisiik diizeyde ve
pelette yiikksek miktarlarda gézlenen hedef protein varligi, bize hedef proteinimiz sfGFP-
BMP2’in hiicresel ekspresyon sirasinda ¢oziiniir formda olan kismin yiizdesinin diisiik
oldugunu ve biiyiik kisminin agregasyona ugrayarak 1B’ye doniistiigiinii gostermektedir.
Ekspresyon yoluyla iiretilen proteinin biiylik miktarda IB cisimciklerine donilismesi,
slipernatantta ¢6ziiniir formda elde edilen proteinlerin fonksiyonel katlanip katlanmadigi
noktasinda ciddi soru isaretleri dogurmustur. Bu durum bizi flizyon proteinin dogru
katlanmay1 arttirarak IB olusumunu ortadan kaldirabilecek saperon proteinleri ile

koekspreyon yapilmasi yoluna itmistir.

4.2. sfGFP-BMP2’nin saperon plazmit sistemi ile ekspresyonu ve saflastirilmasi

Yapilan ¢alismada sfGFP-BMP2 proteinini tasiyan pET30a/sfGFP-BMP2 plazmit
vektorii ile sirasiyla Takara™ firmasina ait bes farkli pG-KJES8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2
ve pTfl16 plazmitlerini tagiyan E. coli BL21-Al hiicreleri her biri ayr erlenlerde olmak
lizere koekspresyon yapilmistir. Islem sonunda hiicreler toplanmistir. Toplanan hiicreler
incelendiginde her bir saperon plazmidi ile farkli neticeler elde edildigi goriilmistiir. Esit
sartlar uygulanan her bir koekspresyon erleninde yesil parlak floresan renk goziikmesine
ragmen hiicre miktarlarinda ciddi farkliliklar gézlemlenmistir (Sekil 4.1). En fazla hiicre
yogunlugu pTfl6 plazmiti ile yapilan koekspresyonda tespit edilmistir. Bu numuneyi
yogunluk sirasi ¢oktan aza olmak tizere pG-KJES8, pGro7, pG-Tf2 ve pKJE7 plazmitleri

ile yapilan koekspresyonlarin izledigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.1 pET30a/sfGFP-BMP2 plazmit vektorii ile saperon plazmitlerini tasiyan E. coli
BL21-Al hiicrelerinin koekspreyon sonuglari

Koekspresyon yapilan plazmitler sirasiyla; 1: pG-KJES, 2: pGro7, 3: pKJE7, 4. pG-Tf2,
5: pTfle6.

Hiicre parcalanmasi sonrasi gergeklestirilen santriflij isleminde 5 numarali plazmit
haricinde siipernatantta sfGFP proteininin karakteristik floresan yesil rengi 1 ve 3
numarali tiiplerde gozlemlenmemis 2 ve 4 numarali tiiplerde oldukc¢a zayif sekilde
gozlemlenmemistir. Agregasyondan kaynakli olarak 2 ve 4 numarali 6rneklerin peletinde
yogun yesil renk gozlemlenirken, 5 numarali 6rnekte ise hem siipernatantinda ve hem
peletinde yogun yesil floresan renk gozlemlenmistir. Gergeklestirilen bu ekspresyon
isleminden sonra en fazla verimin elde edildigi pTfl6 plazmitini tasiyan hiicreler
secilmis, ilerleyen ¢aligmalara bu plazmit kullanilarak yapilan koekspresyonlar ile devam
edilmistir. pTf16 plazmiti ile yapilan koekspresyon sonrasi toplanan hiicreler par¢alanmig
ve nikel bazli agaroz afinite kromatografisi ile saflagtirilip toplanan numuneler ile SDS-

PAGE analizi gosterilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 SfGFP-BMP2’nin pTfl6 plazmitin irettigi tig saperon proteini ile
koekspresyonu ve saflastirma sonrasi yapilan %12°lik SDS-PAGE analizi

1: pellet, 2: siipernatant; 3: loading; 4: 1 nolu eliisyon; 5: 2 nolu eliisyon; 6: nativ protein;
M: markor.

SDS-PAGE analizine bakildiginda bir onceki sonuglara benzer bir tablo c¢iktig
gozikmektedir. Santrifiij sonrasi yiiksek miktarda protein IB olarak pelete ¢okmesine
ragmen bu defa hedef proteinimizin siipernatant igerisinde ¢oziiniir formda ¢okmeden
kalan miktar1 yeterli goziikmektedir. SDS-PAGE sonuglarina baktigimizda 4,5 ve 6
numarali kuyucuklara yiiklenen saf protein Ornekleri beklenen 25 — 40 kDa
biiyiikliiklerinde goziikkmektedir (Sekil 4.2). 6 numarali kuyucukta bulunan protein 6rnegi
ise nativ olarak yiiksek 1siya maruz birakilmadan yiikklenmistir ve 25 — 40 kDa arasinda
goziiken her li¢ yogun bantta floresan 1s1ma boyama o6ncesinde gézlemlenmistir. Bu sonug

bize sSfGFP-BMP?2 flizyon proteinin beklenen biiyiiklikklerde iiretildigini gostermektedir.

4.3. sfGFP-BMP2 fiizyon proteinin TEV proteaz ile kesimi

Bir 6nceki boliimde Takara™ firmasma ait Saperon Plazmit Set yardimiyla yapilan
koekspresyonlar neticesinde pTf16 plazmitinin iirettigi tig saperonu ile olumlu sonuglar
alinip calismaya bu koekspresyon ile devam edildigi anlatilmisti. Siipernatantin Ni-NTA
agaroz kolon yardimiyla saflastirilmasi ile elde edilen saf protein SFGFP-BMP2 fiizyon
proteininden. Asil hedef proteinimiz olan BMP2’yi sfGFP fiizyonundan ayirmak igin
fiizyon proteinin olusturan iki protein arasina yerlestirilen (Bkz. Sekil 3.2) TEV proteaz
kesim bolgesi (ENLYFQ\S) tizerinden TEV proteaz enzimi ile kesim reaksiyonu
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gerceklestirilmistir. Kesime tabi tutulmadan 6nce gece boyu TEV proteaz tamponuna
kars1 diyalize birakilan sfGFP-BMP2 protein ¢ozeltisinde olusan ¢cokelmeler santrifiijle
toplanmistir. Kesim reaksiyonu gerceklestikten sonra enzim reaksiyon ¢dzeltisi tamamen
alinip saflastirma islemine gegmek iizere gece boyu pargalama/yiikleme tamponuna karsi
diyalize birakilmistir. Diyaliz sonrasi ¢ozelti igerisinde yogun ¢okelme gézlemlenmis ve
parlak yesil floresan renk biiyiik 6l¢tide kaybolmustur. SDS-PAGE’e yiiklemeden 6nce

santrifiij yardimiyla ¢okelmeler toplanmaistir.

Sekil 4.3 sfGFP-BM2 fiizyon proteininin TEV Proteaz enzimi ile kesim sonrasi yapilan
%12’1ik SDS-PAGE analizi

M: Marker; 1-2: 1. reaksiyon nativ ve normal yiikleme; 3-4: 2. reaksiyon nativ ve normal
yiikleme; 5-6: 3. reaksiyon nativ ve normal yiikleme; 7-8: 3. reaksiyonda olusan ¢okelti
nativ ve normal yiikleme; 9: TEV proteaz enzimi.

SDS-PAGE analiz sonuglarina gére BMP2’ye ait beklenen 13 kDa biiyiikliigiinde bant
gozlemlenememistir. SDS-PAGE analizinde fiizyon halde yaklasik 40 kDa molekiiler
biiytiklilkte hareket etmesi beklenen sfGFP-BMP2 proteini kesim sonucu 28 kDa
biiytikliigiinde bantlar seklinde gozlemlenmistir. TEV proteaz enzimi 28.4 kDa, sfGFP
proteini 27.7 kDa oldugu ve BMP2 monomer halde 13 kDa ve homodimer halde 26 kDa
oldugu diisiiniiliirse kesim sonucu olusan bantlarda ¢akisma oldugu diisiiniilebilir. Ancak
diyaliz sonrasi olusan c¢okeltilerden santrifiij ile ayrilan siipernatant, affinite
kromatografisine tabi tutulmustur. TEV kesiminin dogru sekilde gerceklestigi bir
durumda 6xHis etiketli sSfGFP proteininin ve TEV proteaz enziminin kolona tutunmasi
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ve serbest kalan BMP2 proteinin kolon altinda toplanmasi gerekiyordu. Sonrasinda
yapilan SDS-PAGE analizinde toplanan fraksiyonlarda BMP2 homodimer (26 kDa) ya
da monomer (13 kDa) biiyiikliigiinde bantlara rastlanilmamistir (SDS-PAGE verileri
gosterilmedi). Kesim sonucunda 40 kDa biyiikliginde protein bantlarinin
gozlemlenmemesi TEV kesim igleminin gerceklestigini gostermektedir. Ancak hedef
proteinimiz olan BMP2 proteini TEV kesimi sonrasinda muhtemelen ¢oziiniirliigiinii

kaybederek c¢okelti olusturmaktadir.

4.4.  Yeniden katlama islemi (Refolding)

Yeniden katlama iglemi igin iki farkli prosediir kullanilmisti. Bu yontemlerle pelette
¢okmiis halde bulunan inkliizyon cisimciklerinden hedef proteinin yeniden eldesi
amaglandi. Sonug olarak uygulanan iki yontemle birbirine yakin sonuglar elde edildi.
Konsantrasyon ve toplam protein eldesi olarak 2. yontemle (Anonim, 2007)
gerceklestirilen prosediiriin 1. yontemle (Melissis ve ark. 2010) uygulanan presediire
nazaran {retim miktar1 ve konsantrasyon agisindan daha verimli gergeklestigi
goriilmiistiir. SFGFP-BMP2 proteini OD2go nanodrop olgiimlerine gore sirasiyla 1. ve 2.
yontem i¢in sirasiyla 0.80 mg/mL ve 1.70 mg/mL konsantrasyonlarda protein eldesi
saglanmistir. Elde edilen protein SDS-PAGE analizinde molekiil boyutu olarak beklenen
biiytikliikte konumlanmustir (~40 kDa).
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Sekil 4.4 sfGFP-BMP2 proteininin inkliizyon cisimciklerinden eldesi, yeniden
katlanmas1 ve Ni-NTA agaroz kolon yardimiyla saflastirilmasi1 sonras1 yapilan %12’lik
SDS-PAGE analizi

M: Markor; 1: Pelet; 2: Siipernatant; 3: Yiikleme; 4: Yikama; 5: Eliisyon.

Sekil 4.5 sfGFP-BMP2 proteininin inkliizyon cisimciklerinden eldesi, agaroz matriks
destekli yeniden katlanmasi ve saflastirilmasi sonrast yapilan %12’lik SDS - PAGE
Analizi

M: Markdr; 1. Peletin tekrar ¢oziilmesi; 2: Siipernatant; 3: 1. Eliisyon; 4: 2. Eliisyon; 5:
3. Eliisyon.

SDS-PAGE analizlerini karsilastirdigimiza matriks destekli yontem ile gergeklestirilen
prosediir kullanilarak saflagtirilan numunede, 1. yeniden katlama yonteminde elde edilen
iriine gore yiiksek konsantrasyonda protein eldesi goziikmektedir. Saflastirma
asamalarinda sfGFP proteininin parlak floresan rengi son asamaya kadar kaybolmamistir

ve saf olarak elde edilen eliisyonlarda da yesil floresan renk bariz olarak gézlemlenmistir.

4.5. Dairesel Dikroizm (Circular Dichroism) (CD) Stereskopisi

Yaptigimiz ¢alismalarda 6nceki boliimlerde anlatildigr sekilde ti¢ farkli metotla SFGFP-
BMP2 protein eldesi saglanmisti:

1. numune: Siipernatanttan saflastirma.

2. numune: IB’den protein geri kazanimi (1. yeniden katlama yontemi)
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3. numune: IB’den protein geri kazanimi1 (2. yeniden katlama yontemi)

Elde edilen bu ii¢ numunenin ii¢ boyutlu katlanmalarin tespiti ve olusan yapilarin analizi
i¢in bu ii¢ numune dairesel dikroizm (CD) testine tabi tutulmustur. 0.1 M NaH2POs-
Na;HPO4 (pH:8.0) tamponu igerisinde gonderilen numunelerin 6lgtimleri 190 — 300 nm
dalga boylar1 arasinda Jasco CD analiz cihazi ile yaptirilmistir. CD sonuglart CAPITO
CD Analayses and Plotting programi kullanilarak analiz edilmis ve grafikler
olusturulmustur (Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.6 Far-UV-CD analizi - 1. numune.
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Sekil 4.7 Far-UV-CD analizi - 2. numune
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Sekil 4.8 Far-UV-CD analizi - 3. numune
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Sekil 4.9 1., 2. ve 3. numunelerine ait CD egrilerinin karsilagtirilmasi

Teorik olarak Chou-Foshman modellemesine gore sfGFP-BMP2 proteini 0.28 a- sarmal,
0.51 B-iplik yapida ve 0.30 frekansinda rastgele kivrilma gosterdigi hesaplanmistir. Buna
karsilik CD sonuglarina gére, 1. numunenin 0.00 a- sarmal yapida, 0.53 B-iplik ve 0.55
frekanslarda diizensiz yapida kivrim olusturdugu tespit edilmistir. 2. numunenin 0.01 a-
sarmal, 0.53 B-iplik ve 0.55 frekanslarda diizensiz yapida ve 3. numunenin 0.28 a- sarmal,
0.48 B-iplik ve 0.30 frekanslarda diizensiz yapida kivrimlar olusturdugu tespit edilmistir.
Bu sonuglara gore teorik ile analiz sonucu karsilastirmasinda en dogru eslesmenin 3.
numunede oldugu tespit edilmistir. Analiz sonuglarina gore, in vitro yeniden katlama
islemi gerceklestirilen 2 ve 3 nolu numunelerin, siipernatanttan elde edilen 1 nolu
numuneye nazaran daha dogru katlanma gosterdigi sdylenebilir. 3 nolu numunenin CD
analiz sonucu ise teorik hesaplamalara en yakin degeri vererek, iki farkli yeniden katlama

yonteminin sfGFP-BMP?2 fiizyon proteini lizerinde tesirini karsilastirmamizi saglamistir.

4.6. 1B’den yeniden katlama yoluyla sfGFP-BMP2 fiizyonundan TEV proteaz
enzim kesimi ile BMP2 peptitinin ¢cikarilmasi

Onceki boliimlerde anlatilan her iki yontemle inkliizyon cisimciklerinden yeniden eldesi
saglanan sfGFP-BMP2 flizyon protein numuneleri, BMP2 peptitinin serbest kalmasi i¢in
TEV proteaz enzimi ile kesime tabi tutulmustur. Reaksiyon esnasinda deney tiipii
icerisinde yogun ¢okeltiler gézlemlenmistir. Enzim kesim isleminden sonra reaksiyon
tirlinleri yiikleme tamponuna karsi diyaliz edilmis ve sonrasinda affinite kromatografisi

islemi uygulanmistir.
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Kesim isleminden sonra BMP2’nin protein yapili diger reaktanlar igerisinden su yolla
ayristirilmas1 amaglanmaktaydi: Peptit dizaynimiza gore sfGFP enzimi amino ucunda
6xHisTag etiketi tagimaktadir ve BMP2 proteini Ni+ kolona herhangi bir baglanma
bolgesi igermemektedir. Dolayisiyla normal kosullarda TEV enzimi kesimi sonrasi
BMP2 proteini flizyon ortagindan ayrilarak serbest kalmasi ve Ni+ agaroz kolona
baglanmadan siiziilmesi beklenmektedir. Yine TEV enzimi de 6xHisTag etiketi
tasimaktadir ve onun da Ni+ agaroz kolona baglanmasi beklenmektedir. Ancak reaksiyon
sonucu yaptigimiz SDS-PAGE analizinde igerisinde BMP2 proteini beklenen kolon
altinda toplanan Ornekte, ya da eliisyonlarda 13 kDa ya da 26 kDa boyutlarinda
konumlanmig bantlar gézlemlenememistir. Ancak 40 kDa boyutunda gézlemlenmesi
beklenen sfGFP-BMP2 filizyon protein varligini gosteren bant kaybolmaktadir ve
dolayisiyla sfGFP-BMP2 fiizyon proteinin TEV proteaz tarafindan kesildigi ancak
BMP2’nin agregasyona ugradig: diisiiniilmektedir.

sfGFP-BMP?2 fiizyonunu olusturan sfGFP proteini 2 adet sistein amino asiti igermektedir.
BMP2 ise 7 sistein amino asidi icermekte ve bunlarin altist molekiil i¢i disiilfit baglarini
olusturmakta yedincisi ise diger BMP monomeri ile kovalent disiilfit bagin
olusturmaktadir (Nohe ve ark., 2004). Bu iki protein birlikte tiretildikleri zaman karsilikli
capraz disiilfit baglar1 yapmasi beklenebilir. Ancak fiizyon halde tiretildiklerinde sfGFP
yesil floresan rengini muhafaza etmektedir ve dolayisiyla konformasyonunu
korumaktadir. Zaten sfGFP’de yiiksek katlanma (stiper folder) karakteristiktir ve
dolayisiyla iki protein arasinda capraz disiilfit bagir olusumu gerceklesmis olsa sfGFP
konformasyonunun bozulmasi ve yesil rengini kaybetmesi beklenirdi. TEV proteaz ile
kesim igleminde reaksiyon karigiminda bulunan B-merkaptoetanol disiilfit baglarini
yikima ugratmaktadir. Nitekim TEV kesimi sonrasi -merkaptoetanole maruz kalan

sfGFP proteini de yesil rengini kaybettigi gozlemlenmistir.

TEV proteaz enzimi ile kesim sonrasi tampon ¢ozelti sartlarindan kaynaklanan bir
¢okelme olup olmadig1 da goz oniinde bulundurulmustur. TEV proteaz enzimi tamponu
pH:8.0 olarak calisilmistir. BMP2 proteininin izoelektrik noktasi pI:8.17’dir ve pH.8.0’de
yiiksiiz oldugu kabul edilmektedir.
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Bilindigi gibi flizyon haldeki proteinlerin enzim kesimi sonrasi birbirinden ayrilmasi son
derece kompleks bir olaydir. TolAlll-3gp fiizyonu enzim kesimi sonrasi fiizyon protein
bilesenlerinin ayrilmadig: bildirilmistir (Gokge, 1., yaymlanmamis calisma). Benzer bir
calismada rhBMP?2 proteini E. coli sisteminde small ubiquitin like modifier 3 (SUMO-3)
proteini ile fiizyon halde {iretilmistir. Ancak enzim kesimi sonrast BMP2’nin

agregasyonuna ugradigi bildirilmistir (Hanif, 2018).

4.7. sfGFP-BMP2 fiizyon proteininin Saos-2 tip hiicrelerle MTT uygulamasi

Saos-2, birincil osteosarkomdan tiiretilen bir hiicre dizisidir. Saos-2 hiicreleri osteoblast
benzeri hiicreler gibi davranirlar ve kemikle ilgili arastirmalarda yaygmn olarak
kullanilmaktadirlar. Saos-2 hiicre hattinin avantajlar1 arasinda kisa siirede ¢ok sayida
hiicre elde edilebilmesi ve osteoblastlara benzer sekilde farklilasabilmesi sayilabilir.
Saos-2 hiicreleri, "normal" osteoblast davraniginin in vitro modeli olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir ve yiiksek ALP aktivitesine sahip olgun bir osteoblast fenotipini
temsil etmektedir (Czekanska ve digerleri, 2012). Calismamizda bu sebeplerden dolay1
Saos-2 hiicre hattt BMP2 proteinin etkilerinin arastirilmasi i¢in uygun bir hiicre hatti

olarak secilmistir.

pTf16 plazmidi ile koekspresyon yapilarak elde edilen hiicre lizatindan ¢ farkl yol ile
saflastirilan sfGFP-BMP?2 fiizyon proteini MTT uygulamasinda ayr1 ayri tatbik edilmistir.
Uygulama neticesinde 0 — 1000 ng/mL arasinda ¢esitli konsantrasyonlarda elde edilen
sonuglar negatif kontrol ile kiyaslandiginda sSfGFP-BMP2 uygulanan hiicrelerde 24. ve
48. saatte yapilan gézlemlerde BMP2 numunelerinin saos-2 hiicrelerinde hiicre canliligini

azaltici bir etkisi olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Yeniden katlama yoluyla elde edilen sSfGFP-BMP2’nin Saos-2 tip hiicre
hattiyla gergeklestirilen canlilik testi grafigi

Biyoaktif bir BMP2 proteininin Saos-2 hiicre hattiyla gergeklestirilen hiicre canliligi
calismalarinda proliferasyonu durdurucu etki ile beraber hiicre canliligini azaltici bir etki
beklenmektedir. Bununla birlikte BMP-2, hiicre tipine ve molekiiler ortama bagimli bir
sekilde mineralizasyonu ve ALP aktivitesini arttirdig1 rapor edilmistir (Hrubi ve ark.
2018). Calismamizda MTT testinden alinacak olumlu sonuglardan sonra Alkalin Fosfataz
aktivitesi yontemi kullanilarak SFGFP-BMP2 proteini igin biyoaktivite tayini yapilmasi
hedeflenmisti. SfGFP-BMP2  proteininin  hiicre  canlihigt {izerine etkisinin

gozlemlenmemesi sonrast ALP aktivite tayini de gerceklestirilmemistir.

Flizyon proteinleri olusturan fiizyon ortaklar1 baz1 6érneklerde kendi karakteristiklerini
gosterebilirler. Bu durum olusturulan yeni proteinde filizyon ortaklarinin kendi
karakteristik ii¢ boyutlu yapilarin1 ne kadar koruyabildikleri ile igilidir. sftGFP proteini
kendi karakteristik yesil floresan rengini fiizyon halde de gostermektedir. Ancak BMP2
proteini biyoaktif olabilmesi i¢in homodimer yapiya geg¢mesi gerekmektedir. BMP2
proteini 7 tane sistein amino asiti icermekte bunlarin 6’s1 peptid i¢i disiilfit baglarini
olusturmakta 7. ise diger monomer ile homodimer yapisini olusturmaktadir. Fiizyon

haldeki sfGFP-BMP2 proteinin muhtemelen fliizyonun kendisine has katlanmasindan
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dolay1 fiizyon ortagi olan BMP2 monomerlerinin homodimer olusumuna engel olmasi

neticesinde islevsel BMP-2 homodimer olusumu gergeklesmedigi sonucuna varilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

BMP2 proteinleri kemik ve dis dokularinda olusan tahribatlarin giderimi gibi terapotik
uygulamalarda tip ve dis hekimligi alanlarinda 6nemli bir proteindir. BMP2’lerin genis
kullanim alani i¢in en biiylik problem yiiksek iiretim maliyetlerine bagl olarak olusan
market fiyatlaridir. Diger pek ¢ok 6nemli proteinin kitlesel {iretiminde oldugu gibi BMP2
proteini igin de; iiretim kosullari, protein izolasyon metotlari, yeniden katlanma,
dimerizasyon ve saflagtirma basamaklari gibi liretimi etkileyen basamaklar gdzden
gecirilerek iyilestirilmeye calisitlmaktadir. Iyi bilinen ve ¢okca calisitilmis E. coli
ekspresyon sistemleri genis yelpazede ¢alisma alan1 sunmaktadir. Memeli proteinlerinin
rekombinant olarak iiretimi i¢cin en dogru katlanmayr saglayan memeli ekspresyon
sistemleri olmasina ragmen, oldukg¢a zahmetli, yavas ve pahali olan bu yontem tiiketimi
olduk¢a yaygin olan terapdtik proteinlerin kitlesel iiretiminde tercih edilmemektedir.
Maya ve Baculovirtis sitemleri de benzer sebeple tercih edilmemektedir. Yapilan bu tez
caligmasinda, Transforme Edici Biiyiime Faktorleri B (TGFp) siiperfamilyasindan olan
insan Kemik Morfogenetik Proteini 2 (hBMP2)’nin yiiksek miktar ve saflikta ve
fonksiyonel olarak eldesi amaglanmistir ve Kitlesel iiretime imkan saglayan i¢in E. coli
organizmasi tercih edilmistir. Calisma sonunda BMP2 proteininin, sfGFP proteini ile
fiizyon halde SFGFP-BMP2 seklinde yiiksek 6l¢ekli, yiiksek konsantrasyon ve saf olarak

tretimi saglanmistir.

BMP2 protein iki polipeptit zincirinden olusan bir homodimerdir, bu iki polipeptit Cys78
amino asiti lizerinden birbirine S-S baglar ile baglanirlar (Scheufler ve ark., 1999) ve
BMP2’lerin monomerik formda 114 amino asitten olusmaktadir. BMP2’de bulunan her
bir monomer ii¢ tane S-S bag tasidig1 bilinmektedir (Sharapova ve ark., 2010). BMP2
monomerlerinin kendi iizerine katlanmasi ve homodimer olusturmasi i¢in S-S (disiilfit)
baglar1 son derece 6nemlidir. Ancak E. coli hiicreleri ile gergeklestirilen ekspresyonlarda
S-S baglart olusturulmasindan kaynakli bazi giigliiklerle karsilasiimaktadir. Bu sebeple
memeli organizmalar gibi yiiksek yapili canlilardan orijin alan proteinler agregasyona
ugrayarak IB olusturmaktadir. E. coli hiicrelerinde BMP2 proteini fiizyon protein
olmadan tek basina ekspres edildiginde ya da giiclii katlanma 6zelligi olmayan fiizyon
proteinler ile Kklonlanarak ekspres edildiginde yogun sekilde IB olusturdugu rapor
edilmistir (Pramesti ve ark. 2012). Yaptigimiz ¢alismada sfGFP-BMP2 fiizyon proteini
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belli olgiide IB olusturmasina ragmen sfGFP protein molekiiliiniin giiclii katlanma
etkisinden faydalanilarak ¢oziiniir formda eldesi saglanmistir. Uretim ve saflastirma
asamalarinda molekiiler etiket vazifesini floresan 6zelligi sayesinde kullandigimiz sfGFP
proteini, BMP2 proteininin E. coli igerisinde ¢oziiniirliiglini ve total liretimini 6nemli
Olgiide arttirarak avantaj saglamistir. Calismada ayrica BMP2 proteininin pG-KJES,
pGro7, pKJE7, pG-Tf2 ve pTfl6 saperon plazmitleri ile iretilebilirligi test edilmis,
ozellikle pTf16 ve pG-KJES8 plazmitleri ile E. coli hiicre miktar1 ve toplam ekspres edilen
protein miktarinda ciddi artislar tespit edilmistir. pTf16 plazmidinin kodladig: tetikleyici
faktor olarak isimlendirilen “tig” saperonunun yiiksek ekspresyonunun protein miktarini
arttirict sekilde etki ettigi bilinmektedir. Ancak tig saperonunun sadece total rekombinant
protein liretimini arttirmadigi ayni zamanda sitozolde yiiksek katlanmaya yardimci olarak

agregasyonu engelledigi de rapor edilmistir (Nishihara ve ark., 2000).

Saflagtirma asamasinda sfGFP-BMP2 fiizyon proteini biiylik Olgtide ¢okelti
olusturmaktadir. IB’lerden proteinin yeniden kazanimi igin yeniden katlama ve
saflastirma basamaklari uygulanmistir. Gergeklestirilen her iki yeniden katlama
yontemiyle elde edilen numuneler TEV proteaz enzimi kesimine tabi tutulmus ancak
kesim sonucunda monomerik ya da dimerik formda BMP2 proteini eldesi
saglanamamigtir. TEV proteaz enzimi kesimi sonrasi reaksiyon tirlinleri test tiipiinde,
sonrasinda ise ylikleme tamponu (liziz tamponu) ile diyaliz yapildig1 esnada biiyiik
Olgiide agregasyona ugrayarak c¢okelti olusturmustur. Cokeltiden numune alinarak
yapilan SDS-PAGE analizinde BMP2 proteinine ait olmast muhtemel 13 kDa ya da
homodimer yapida 26 kDa biiyiikliigiinde protein bantlar1 tespit edilememistir. Kesim
sonucunda 40~ kDa biiyiikliiglinde protein bantlarinin gozlemlenmemesi TEV kesim
isleminin gergeklestigini gostermektedir. Ancak hedef proteinimiz olan BMP2 proteini
TEV kesimi sonrasinda muhtemelen yeniden agregasyona ugramakta ve
kaybedilmektedir. E. coli sitemi kullanilarak yapilmis benzer bir ¢alismada rhBMP2
proteini ile small ubiquitin like modifier 3 (SUMO-3) proteini ¢oziiniir formda rhBMP2
eldesi i¢in fiizyon ortagr seklinde {iretilmistir. Fiizyon ortagi olan SUMO-3’{in
gideriminin BMP2’nin agregasyonuna yol agtigi bildirilmistir (Hanif, 2018). Yine
TolAlll-3gp fiizyonu enzim kesimi sonrasi flizyon protein bilesenlerinin ayrilmadig

bildirilmistir (Gokge, 1., yayinlanmamis calisma).
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Flizyon proteinlerini olusturan peptitler bazi durumlarda biyolojik ozelliklerini
flizyonlarindan ayrilmadan fiizyon kompleksi iginde de gosterebilirler. SfGFP
peptitimizin, BMP2 ile fiizyon durumunda oldugu halde kromofor 6zelligini son derece
etkili sekilde gosterdigi goriilmiistiir. Bundan yola ¢ikaraj BMP2 proteinin de benzer
sekilde biyolojik ozelliklerini gosterebilecegi varsayilarak Saos-2 tip hiicreler tizerinde
MTT uygulamasi yapilmistir. pTf16 plazmidi ile koekspresyon yapilarak elde edilen
hiicre lizatindan {i¢ farkli yol ile saflastirllan sfGFP-BMP2 fiizyon proteini MTT
uygulamasinda ayr1 ayr1 tatbik edilmistir. Uygulama neticesinde 0 — 1000 ng/mL arasinda
cesitli konsantrasyonlarda BMP2 uygulanan hiicrelerde 24. ve 48. saatte yapilan
6l¢iimlerde BMP2 numunelerinin hiicre canliliin1 azaltic1 ya da, hiicre proliferasyonunu

arttirier etkisi saptanmamastir

E. coli organizmasi yiiksek 6l¢ekte protein ekspresyonuna olanak tanimaktadir. Ancak
ekspresyon edilecek protein ve host organizma arasindaki uyum iiretilen proteinin
nitelikli ve aktif olarak iiretilmesi noktasinda da son derece Onemlidir. BMP2
proteinlerinin E.coli’de ekspresyonu pek ¢ok calismada gosterilmis ve bu c¢alismalarda
cogu memeli proteini gibi agregasyona wugrayan BMP2 proteini inkliizyon
cisimciklerinden yeniden katlama yoluyla geri kazanilmigtir. stGFP- BMP2 proteini E.
coli BL21-AlI hiicrelerinde basarili bir sekilde tiretilmistir. Boylece ¢alismamizda 6zgiin
kisim olan sfGFP ve BMP2 proteinlerinin fiizyon halde biyoaktif olarak iiretilmesi kismi
olarak basarilmistir. Ancak TEV proteaz kesimi sonrasi serbest kalan BMP2 agregasyona
ugramis ve saf homodimer BMP2 eldesi miimkiin olmamustir. Tez sonrasi ¢aligmalarda
BMP2 ekspresyonu igin, prokaryotik ve karyotik farkli host organizmalar ve protein
ekspresyonunda avantajlar saglayacak farkli flizyon proteini alternatifleri iizerinde

disiiniilmektedir.
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