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OZET

PROLIL ENDOPEPTIDAZ (PEP) ENZIMININ Escherichia coli EKSPRESYON
SISTEMINDE COZUNUR FORMDA ELDESI, SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Prolil endopeptidaz serin peptidaz sinifina ait biiyiik bir sitosolik enzimdir ve sik olarak
kiiltirlenen bir mikroorganizma olan Aspergillus niger’den izole edilmistir. Prolil
endopeptidaz, prolin bakimindan zengin prolaminleri parcalama ve enflamatuar
reaksiyonu inhibe etme yeteneklerinden dolayr umut verici bir terapotik ajandir.
Giiniimiizde ¢olyak hastaligimin tedavisinde prolil endopeptidaz enziminin oral yoldan
verilmesinin etkili bir strateji olacagi diisiiniilmektedir. Bu sekilde yapilan tedavinin
amaci prolil endopeptidazin mide asitleri tarafindan par¢alanmasini 6nlemek ve ince
bagirsakta etkili olmasmi saglamaktir. Uretilmesi hedeflenen prolil endopeptidaz
enziminin Escherichia coli’de rekombinant iiretimi esnasinda bazi problemler meydana
gelmektedir. inkliizyon cisimcikleri Escherichia coli’de prolil endopeptidaz enziminin
yiiksek seviyede ekspresyonu sirasinda olusmaktadir. Rekombinant protein tretimi
sirasinda meydana gelen inkliizyon cisimciklerinden proteinin yeniden kazanilmasi igin
kullanilan stratejiler uzun siire alabilmekte ve uygulamada cesitli zorluklar igermektedir.
Bu tez kapsaminda prolil endepeptidaz enziminin ekspresyonu i¢in Escherichia coli BL21
(DE3) hiicreleri kullanilmistir. Bes saperon plazmid sistemi kullanilarak (pG-KJES,
pGro7, pKJE7, pG-Tf2, pTfl6) prolil endopeptidaz enziminin inkliizyon cisimcikleri
olusturmas1 engellenip ¢06ziiniir formda {iiretimi saglanmaya calisilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda pKJE7 plazmidinin, prolil endopeptidaz enziminin ¢éziiniir formda
tiretimine bir miktar yardimei oldugu gézlenmistir. Prolil endopeptidaz enziminin aktivite
calismalar1  spektrofotometrik analiz  kullanilarak  gergeklestirilmis olup prolil
endopeptidaz enziminin Km degeri 2,06 mM ve Vm 0,0359 mM/sn olarak bulunmustur.

2020, 48 SAYFA
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ABSTRACT

OBTAINING, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF SOLUBLE
FORM OF PROLYL ENDOPEPTIDAZE (PEP) ENZYME IN Escherichia coli
EXPRESSION SYSTEM

Prolyl endopeptidase is a large cytosolic enzyme belonging to the serine peptidase class
and has been isolated from Aspergillus niger, a frequently cultured microorganism. Prolyl
endopeptidase is a promising therapeutic agent due to its ability to degrade proline-rich
prolamines and inhibits their inflammatory reaction. Today, it is thought that oral
administration of prolyl endopeptidase enzyme will be an effective strategy in the
treatment of celiac disease. The purpose of this treatment is to prevent the breakdown of
prolyl endopeptidase by stomach acids and to ensure that it is effective in the small
intestine. Problems occur during the recombinant production of the targeted prolyl
endopeptidase enzyme in Escherichia coli. Inclusion bodies are formed during high level
expression of prolyl endopeptidase in Escherichia coli. Strategies used to recover protein
from inclusion bodies that occur during recombinant protein production may take a long
time and contain various difficulties in practice. In the scope of this thesis, Escherichia
coli BL21 (DE3) cells were used for the expression of prolyl endepeptidase enzyme. By
using five chaperone plasmid systems. (pG-KJE8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2, pTf16), prolyl
endopeptidase enzyme was prevented from forming inclusion bodies and its production
in soluble form was tested. As a result of the experiments, it was observed that plasmid
pPKJE7 helped the production of prolyl endopeptidase enzyme in some soluble form.
Activity studies of the prolyl endopeptidase were carried out using spectrophotometric
analysis and the Km value of prolyl endopeptidase enzyme was found to be 2.06 mM and
Vm=0.0359 mM / sec.

2020, 48 PAGES

KEYWORDS: Prolyl endopeptidase (PEP), Chaperone plasmids, Co-expression,
Recombinant DNA, E. coli
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1.GIRIS

Enzimler canli organizmalarda substratlarin kimyasal degisimini katalizleyen kompleks
protein molekiilleridir. Enzimler ¢esitli kosullarda da katalitik aktivite gosterdiklerinden,
mikroorganizmalarin bu proteinleri bol miktarda {iretmeleri sonucu izole edilerek gesitli
endiistriyel alanlarda kullanilabilirler. Enzimlerin bu sekilde endiistriyel siireclerde

kullanilma islemleri topluca “enzim teknolojisi” olarak adlandirilir (Topal, 2020).

Rekombinant DNA, genellikle farkl: tiirlerden elde edilen DNA molekiiliiniin, molekiiler
biyoloji ve genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak restriksiyon enzimleriyle
kesilmesi ve elde edilen DNA pargalarinin bir vektoérde birlestirilmesiyle olusturulmus
yeni DNA molekiiline verilen isimdir. Rekombinant teknikler kullanilarak modifiye
edilmis mikroorganizmalar sayesinde bir¢ok proteinin iiretim miktar1 arttirilmaya

boylelikle, iiriin maliyetinin diisiiriilmesi saglanmaya c¢alisilmaktadir (Whitford, 2005).

Enzim teknolojisinin, artan biyoteknolojik calismalar, Ar-Ge faaliyetleri ve medikal
aragtirmalar ile baglantili olarak gelismesi sonucu biyoteknolojinin endiistriyel ve
molekiiler enzimler ile ilgili alanlarinda yapilan arastirmalar bir hayli onem kazanmistir.
Son yillarda stratejik alan olarak degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisi teknikleri

kullanilarak enzim tiretimi biiyiik oranda ilerleme kaydetmistir (Aydin, 2017).

Prolil endopeptidaz (PEP), yaklasik 30 amino asit uzunlugundaki peptidler igindeki prolil
kalintilarini pargalar. PEP enzimi bugday ve bugday alt tiirlerinde bulunan gluten ve diger
prolaminler gibi bazi proteinlerin ince bagirsakta parcalanmasini saglamaktadir. Bu tez
calismasinda PEP enziminin E. coli’de rekombinant olarak iiretilmesi amaglanmaktadir.
Ancak tiretimi hedeflenen PEP enziminin rekombinant olarak E. coli’de ¢6ziintir formda
tiretilmesi  sirasinda  proteinin  diizgiin  katlanamamas1 neticesinde inkliizyon
cisimciklerinin olusumu gibi problemler meydana gelmektedir. Bu problemleri ortadan
kaldirmak i¢in tercih edilen stratejilerden biri de saperon plazmid sistemleridir. Saperon
plazmid seti, her biri optimal protein ekspresyonunu ve katlanmasini saglamak ve

proteinin yanhis katlanmasini azaltmak igin "saperon takimi" olarak islev goren ¢oklu



molekiiler saperonlar1 eksprese etmek tizere tasarlanmis bes farkli plazmidden (pG-KJES,
pGro7, pKIJE7, pG-Tf2, pTfl6) olusur. Bu bes saperon plazmidinden her biri ile hedef
proteinin koekspresyonu sonucu ¢oziiniir formdaki proteinin geri kazanilmasini arttirir ve

tirtin kaybini en aza indirir (AnonimD, 2020).

2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, kendi kendine meydana gelmesi miimkiin olmayan,
genellikle farkli biyolojik tiirlerden almman DNA molekiillerinin gen mihendisligi
teknolojisiyle kesilmesi ve elde edilen DNA pargalarinin birlestirilmesi gibi islemlerini
iceren bir teknolojidir (Sekil 2.1.). Hedeflenen DNA igin tasiyict roliindeki kiigiik
molekiiller ise vektor olarak adlandirilir. Klonlamanin temelini organizma genomundan
alman DNAnin vektor sistemine yerlestirilmesi olusturur. Vektér DNA’ya, organizmaya
ait DNA’nin transferiyle meydana gelen molekiil, rekombinant DNA olarak
adlandirilmaktadir ve bu da rekombinant DNA’nin bakteri hiicrelerine transformasyonu
sonucunda klon olarak adlandirilan kopyalar olusturulmaktadir. Klonlanan DNA

transforme edilen hiicrelerden saflastirilarak dogrulanmaktadir (Kuk ve Erensoy, 2008).
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Sekil 2.1. Plazmid kullanilarak gen klonlanmasi ve rekombinant DNA eldesi (Kuk ve
Erensoy, 2008)



Gen klonlamasinda 6nemli olan agamalar kisaca soyle siralanabilir.

1. Hedef genin segilmesi,
2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) islemi i¢in primer tasarimi,
3. Ligasyon ve transformasyon iglemleri

4, Tastyici (vektor) DNA’nin elde edilmesi,

S. Gen DNA’simin vektor DNA’s1 ile birlestirilmesi,

6. Olusan rekombinant vektor DNA’nin alic1 hiicreye aktarilmasi,

7. Seleksiyon,

8. Gen urininiin kontrol edilmesi.

Rekombinant DNA molekiilii ya prokaryotik ya da okaryotik konak¢i bir hiicreye
yerlestirilmektedir. Konakg1 hiicre sonra replike olur ve onun yabanci DNA pargasi ile
vektor de replike hale gelmektedir. Yabanct DNA boylece ¢cogaltilmis olur ve sonrasinda

diger analizler i¢in ¢ogaltilmis DNA’lar saflastirilmaktadir (Altintas ve ark., 2017).

Rekombinant DNA teknolojisi, giiniimiizde genetik hastaliklarda tani, rekombinant
protein ve as1 yapimi, baska canlilardan gen transferi yoluyla transgenik bitki ve hayvan
soylar1 elde edilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinin
baslica uygulama yontemleri arasinda gen klonlamasinin 6nemi ve yeri ¢ok fazladir.
Hatta esasini olusturur. Gen klonlamasi, basit olarak bir genin benzer kopyalarinin elde
edilmesi veya bir bireyden orijin alan gen gruplarinin olusturulmasi olarak tanimlanabilir.
Bir tek bakterinin segici kat1 besi yerinde iireyerek milyonlarca es nesil olusturmasi ve

petride gozle goriilebilecek koloni meydana getirmesi de buna 6rnek verilebilir. Ancak



bu tanim, bugiin biyoteknolojide, dnemli bir iiriiniin (veya proteinin) sentezini kodlayan
genin ait oldugu hiicre (prokaryotik veya Okaryotik) genomundan (veya
kromozomundan) 6zel yontemlerle (genellikle restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile)
kesilerek c¢ikarilmasi, bunun bir tasiyict (vektdr) DNA'st ile birlestirilerek alici bir
hiicreye (prokaryotik veya Okaryotik) transfer edilmesi, bu alict hiicrede genin

ekspresyonunun saglanmasidir (Altintas ve ark., 2017).

2.2. Prolil Endopeptidazlar

Prolil endopeptidaz farkli bir serin peptidaz sinifina ait biiyiik bir sitozolik enzimdir (Sekil
2.2.). PEP, peptit hormonlarinin ve néropeptitlerin olgunlagsmasi ve par¢alanmasinda rol
oynar. PEP yaklasik 30 aminoasit uzunlugundaki peptidler i¢indeki prolil kalintilarini C-
terminal tarafindaki peptid baglarini par¢alama 6zelligine sahiptir (Anonim A, 2020).

Sekil 2.2. Prolil endoproteaz enziminin yapisi (https://www.uniprot.org/uniprot/P48147,
2020)



PEP insan rahminde oksitosin pargalayict bir enzim olarak bulunmustur. Peptidaz
baslangicta prolin kalintilarinin karboksil tarafindaki peptit bagmni hidroliz ettiginden

dolay1 prolin sonrasi pargalama enzimi olarak adlandirilmistir (Polgar, 2001).

PEP grubu, peptitleri igerdikleri prolin amino asitlerinden pargalayabilen endo-proteaz
bir enzim ailesidir. Bu nedenle bu enzim sinifi yogun bir sekilde ndrolojik hastaliklar i¢in
potansiyel farmasotik hedefler olarak arastinllmistir. Beynin iginde yiiksek
konsantrasyonda, PEP aktivitesi bulunmustur. Bu bulgu, dahili prolin kalintilarina sahip
birkag noropeptidin PEP tarafindan tanindigi gergegiyle birlikte, PEP inhibitorleri ve
norolojik hastaliklarin etkileri iizerine 6nemli oranda arastirma yapilmasini saglamistir.
PEP aktivitesi, Alzheimer hastaligi, amnezi, depresyon ve sizofreni gibi ¢esitli ndrolojik
bozukluklarin yani1 sira kan basinci regiilasyonu, anoreksiya gibi diger hastaliklarla
baglantilidir. PEP enzim sinifi, hem farmasétik bir hedef hem de ajan olarak miitkemmel
bir firsati temsil eder. Giiniimiizde PEP’e 6zgii inhibitorler ¢ok ¢esitli hastaliklarin
ozellikle norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in degerlendirilmektedir. Son birkag yildir
PEP, prolin agisindan zengin gluten tarafindan tetiklenen ince bagirsagin enflamatuar bir
hastalig1 olan ¢dlyak hastaligi icin terapdtik bir ajan olarak da ¢alisilmistir Her durumda
PEP enzimlerinin yapis1 ve mekanizmasi, farmakolojik hedeflerin kolaylastiriimasinda

Kritik bir rol oynamistir (Gass ve Khosla, 2006).

2.3. Colyak Hastahg

Colyak Hastaligi (CH), bugday ve bugday alt tiirlerinde bulunan gluten ve diger
prolaminler bazi proteinlerin tiiketilmesinden dolay: ishal, halsizlik, kilo kaybi gibi
belirtileri olan genetik bir hastaliktir. CH’nin semptomlar1 prolin kalintilari bakimindan
zengin ve bir¢ok proteaza direncli oldugu bilinen prolaminler nedeniyle ince bagirsakta
meydana gelen otoimmiin bir enflamatuar reaksiyondan kaynaklanmaktadir. Giiniimiizde
CH i¢in mevcut bir tedavi yoktur ve temel tedavi sadece prolamin iceren yiyecekleri
yemekten kac¢inmaktir. Tedavi i¢in Onerilen ¢oziimlerden biri de bagirsaktaki
prolaminleri dogrudan parcgalayabilen ve oto-immiin tepkisini azaltabilen baz1 mikrobiyal

PEP’lerin oral yoldan verilmesidir. Bu sekilde yapilan tedavinin amacit PEP’in mide



asitleri tarafindan par¢alanmasini 6nlemek ve ince bagirsakta etkili olmasini saglamaktir

(Anonim A, 2020).

CH, ince bagirsagin hem cocuklart hem de yetiskinleri etkileyen yliksek prevalansh
kalitsal bir hastaliktir. Bu ¢ok faktorlii hastalik, yutulan bugday gluteni ve benzer ¢avdar
ve arpa proteinlerinin bagirsak villerinin hasar gérmesine ve besinleri emme kabiliyetinin
bliyiik 6l¢lide azalmasina yol agmaktadir. Tedavi edilmezse ¢olyak artan anemi,
infertilite, osteoporoz ve bagirsak lenfoma riski ortaya ¢ikabilmektedir (Gass ve Khosla,
2006).

CH, yiiksek prolin ve glutamin kalintis1 igerigine sahip proteinlerin karmasik bir yapist
olan glutene anormal bir bagisiklik tepkisi ile karakterize kiiciik bir bagirsak
bozuklugudur. Prolince zengin protein sekanslarini ayirmak igin enzimlerinin yetersizligi
g6z Oniine alindiginda gluten bozulmaya karsi direng gosterir. Gilinlimiizde CH igin
mevcut olan basarili terapi bugday, arpa ve ¢avdar igeren tiim iirlinlerin hari¢ tutulmasini
gerektiren Omiir boyu glutensiz bir diyettir. Elverissiz 6zellikleri ve diisiik fiyati1 nedeniyle
bugday gluteni gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sonug olarak dogal
glutensiz gidalar kasith olarak veya kazayla gluten igerebilir. CH hastalar1 yanhiglikla
glutene maruz kalabilirler. Carpici bir sekilde bir glutensiz diyeti takiben CH’nin yaklagik
% 50’si semptomlar dan muzdarip olmaya devam etmektedir ve muhtemelen yanlislikla
glutene maruz kalmaya bagli olarak otoantikorlar veya villoz atrofi ortaya ¢ikmaktadir.
Gluteni hidrolize edebilen Aspergillus niger prolil-endoproteaz (AN-PEP) gibi
enzimlerle oral takviye glutenin yutulmasinin zararl etkilerini 6nlemek i¢in 6nerilmistir.
Oral enzim takviyesi basitligi, kolaylig1 ve az yan etki riski nedeniyle ¢ekici bir secenektir
(Montserrat ve ark., 2014). Aspergillus niger prolil endoproteaz (AN-PEP), gluteni
pargalayan benzersiz bir enzimdir. Dogal olarak meydana gelir ve yaygin olarak
kullanilan diger sindirim enzimleri ve sitrik asit dahil olmak iizere daha biiyiik bilesenler
yapmak i¢in sik olarak kiiltiirlenen bir mikroorganizma olan A. niger’den izole edilmistir.
AN-PEP bir ‘endoproteazdir’ ve proteini yalnizca N ve C terminal uglar1 yerine tim
protein ve peptit zincirleri boyunca iceriden pargaladigi anlamina gelmektedir. Oral
sindirim enzimleri, diyet glutenden kaginanlar i¢in umut verici bir yardimci tedaviyi

temsil etmektedir. AN-PEP ile ilgili yapilan ¢alismalar, daha 6nce mevcut olan ve yaygin
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olarak kullanilan sindirim enziminden daha iistiin oldugunu gostermistir. Ayrica diyetle
alinan glutene yanlislikla maruz kalmaya karsi koruma olarak da onerilebilmektedir
(Edens ve ark., 2005).

2.4. Inkliizyon Cisimcikleri

Inkliizyon cisimcikleri (IB)’ler E.coli’de heterolog proteinlerin yiiksek seviyede
ekspresyonu sirasinda meydana gelmektedir. Bunlar siklikla ekspresyon konakgilarinin
sitoplazmasinda veya periplazmasinda yerlesir ve elektron mikroskobu altinda yogun
agregatlar olarak goriilmektedir. Yiiksek diizeyde ekspresyon sirasinda proteinlerin
toplanmasi genellikle ribozomlardan ortaya ¢ikan yiiksek polipeptit zincirlerinin yiiksek
lokal konsantrasyonuna, Vyetersiz katlanma ve saperonlarin bulunmamasina
baglanmaktadir. Bu faktorler sitoplazmada kismen katlanmis veya yanlis katlanmig

protein ara maddelerinin olusmasina yol agar (Upadhyay ve ark., 2012).

iB’ler, E. coli gibi bazi konak¢i hiicrelerin sitoplazmasi icinde olusan mikron
biiyiikliigiinde kat1 protein partikiilleridir. Bir proteinin asir1 ekspresyonundan sonra
IB’ler esas olarak ilgili rekombinant proteinden olusur. Graniillere, iiriin dis1 protein,
niikleik asitler ve hiicre zarfi kontaminantlar1 dahil olmak iizere baz1 kontaminantlar da

dahil edilebilir (Middelberg, 2000).

2.5. Saperon Sistemleri

Saperon, proteinlerin dogru katlanma ve acilmalarina, makromolekiil yapinin birlesme ve
ayrilmasina aracilik ederek araformlarda kalici yapilarin olugsmasini engellerler. Saperon
proteinler kismen katlanmis ya da dogru katlanmamis polipeptidlerle etkilesime girererek
bunlarin dogru katlanma yoluna girmesini ya da dogru katlanmanin ger¢eklesmesi igin
uygun mikrogevreyi saglarlar. Bazi saperonlar oligomerik proteinlerde dordiinciil yapinin

bir araya gelmesinde gorevlidir (Anonim F, 2020).



E. coli’nin basit yapiya sahip olmasi, manipiile etmenin kolay olmasi, besiyeri
bilesenlerinin ucuz olmasi, kolay 6l¢eklendirilmesi, hizli ifadelenme, yiiksek verim elde
etme gibi avantajlara sahip olmasindan dolay1 bakteriyel ekspresyon i¢in 6nemli oranda
tercih edilmektedir. Ancak kodon kullanimi, inkliizyon cisimcikleri olusumu, bir¢ok
Okaryotik protein icin diisiik verim, az miktarda salgilama, biiyiikliigii fazla proteinleri
tiretmede zorluk gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. E. coli sisteminde meydana gelen
bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in saperon plazmidleri kullanilabilmektedir. E. coli biiyiik
miktarlarda rekombinant protein liretmek icin kullanildiginda inkliizyon cisimcikleri
olarak bilinen, c¢oziinmeyen yanlis katlanmis proteinlerin yogun agregatlarini
olusturmaktadir. Bu inkliizyon olusumunun yiiksek protein konsantrasyonlarina izin
vermesi, hassas proteinleri proteolitik bozulmalardan korumak ve hiicreyi toksik
proteinlerden korumak gibi faydalari da mevcuttur. Fakat bu proteini ¢oziindiirmek ve
dogru ‘aktif’ formda yeniden katlamak gibi zorluklari da meydana getirmektedir. Peptid
zincirinin dogal yapisina katlanmasi i¢in gerekli olan tiim bilgiler peptidin birincil amino
asit dizisinde bulunur. Bir proteinin rastgele bir aramayla katlamas i¢in ¢ok farkli olasi
konformasyon vardir. Her bir protein i¢in yeniden katlanma sartlari optimize edilmelidir.
Onemli degiskenlerden olan tampon tipi, pH, iyonik gii¢ ve cogunlukla kombinasyon
halinde katki maddeleri (gliserol, redoks reaktifleri, amino asitler, metal iyonu,

deterjanlar, saperonlar) optimize edilir.
Yeniden katlanma optimizasyonlari,

e Protein sekansina ve yapisal Ozelliklere dayali olarak 6zel yeniden katlama
stratejisinin se¢imi.

e Tampon degisimi: inkliizyonu azaltmaya yénelik ¢dziimler, hangi parametrelerin
yeniden katlama sonuclarimi etkiledigini belirlemek i¢in yirmi farkli yeniden
katlama tamponu ile seyreltilme.

e Denatiirasyon ¢ozme: Teknikler; seyreltme, diyaliz, diafiltrasyon ve kromatografi
(iyon degisimi, boyut diglama ve afinite).

e Analiz: Yeniden katlama sonuglari, SDS-PAGE, HPLC ve/veya fonksiyonel

analiz ile dogrulama (Anonim C, 2019).



E. coli’de meydana gelen inkliizyon olusumunu azaltmak i¢in uygulanan stratejiler uzun
zaman alabilmektedir. Ciinkii bu islemler icin tekrarlar yapilip sonuclar elde edilmeye
calisilmaktadir. Bu siireci kisaltmak i¢in saperon sistemlerini kullanmak daha pratik ve
zaman agisindan fayda saglanacagi diisiiniilen bir stratejidir. Kompleksleri olusturan
proteinler rekombinant ekspresyon sirasinda agregat olusturma egilimindedir. Bu yilizden
en iyi yontem proteinleri uygun partner proteinle ifade etmektir. Saperonlar, ¢6ziiniir
formda protein olusumuna yardimci olan proteinlerden biridir. Arastirmacilar, bazi
proteinlerin saperonlarla birlikte ekspres edildiklerinde gelismis ¢oztnirliklerini
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte belirli bir protein i¢in uygun saperon sec¢iminin
tistlenilmesi zordur ve yalnizca deneme yanilma yontemleriyle ¢oziilebilir bir protein elde
edilebilir. Rekombinant proteinlerin saperonlarla birlikte ko-ekspresyonu, gelismis
¢oziiniirliik, daha gelistirilmis spesifik aktivite ve hedef proteinin verimine yardimci
olabilir. E. coli’de siklikla kullanilan saperon sistemlerin bazilar1 asagida verilmistir

(Anonim B, 2019).

PDI: Protein disiilfiir izomeraz, hem izomeraz hem de saperon gorevi goren bir enzimdir.
Protein olgunlagmasi ve distilfit bag olusumu sirasinda polipeptid zincirinin katlanmasina

ve birlestirilmesine yardimci olur.

GroEL /GroES: GroEL ve beraberindeki saperon GroES, proteinlerin diizgiin bir sekilde
katlanmasi i¢in birlikte c¢alisir. Dogal olmayan proteinler 6nce GroEL’in hidrofobik
amino asitlerine eklenir ve daha sonra ATP ve GroES’in tetiklenmesiyle GroEL’in

boslugunda ATP hidroliz edilir ve diizgiin bir sekilde katlanmis protein disariya salinir.

DnaKJE: DnaK, Dnal, GrpE saperonlari, protein agregatlarini ¢éziindiirmek ve onlari
aktif proteinlere doniistiirmek i¢in bir 1s1 soku proteini olan ClpB ile birlikte calisan

DnaKIJE sistemini olusturur.

TF: Tetikleyici faktor, yeni olusan polipeptid zincirine baglanan ilk saperondur. TF yeni
sentezlenmis proteini agik konformasyonda tutar ve birikmesini onler. Tetikleme faktorii

ayrica Peptidil-Prolil cis / trans izomeraz (PPlase) aktivitesine sahiptir.



Skp: E. coli’de, periplazmik on yedi kilodalton proteini (Skp) saperon gorevi goriir ve
bakteriyel periplazmada uygun protein katlanmasina yardimci olur. Proteinlerin skp ile
birlikte ifade edilmesi rekombinant proteinlerin uygun sekilde katlanmasina yardimci

olur. Skp ayrica viriilans faktorlerinin birlikte ifadesinde de kullanilir.

FKkpA: Eszamanli ifade FkpA ile scFv fragmaninin tiretkenliginin on kat1 artar. Bakteriyel
zarf proteinlerinin toplam olusumunu onleyen periplazmik bir proteindir. Saperon

aktivitesinin yani sira PPlase aktivitesine de sahiptir.

VanX: Bu hiicre i¢i agregat olusumunu engelleyerek istenen proteini ortama salmak i¢in

kullanilan bir lizis ortagidir (Anonim B, 2019).

Mevcut prosediirler arasinda proteinlerin saperon proteinleriyle birlikte ekspresyonu
yoluyla ¢oziiniir formda elde edilmesi daha avantajli bir yontem olarak karsimiza
cikmaktadir. Protein katlama islemi i¢in saperonlarin bir takim olarak isbirligi i¢inde
calistigi bilinmektedir. Birgok ¢alismada, genellikle IB olusumunun geleneksel
yontemlerle engellenemedigi proteinlerde, saperon takimiyla birlikte ekpresyonun,

¢oziinebilir formda proteinlerin geri kazanimini arttirdigi bildirilmistir (Anonim B, 2019).

IB, proteinlerin hem katlanmamis hem de uygun intra-molekiiler etkilesim icinde
olmayan inaktif formudur. Mikroskopik analizler, inkliizyon cisimciklerinin boyut ve
seklinin sitoplazmik ve periplazmik alanlarda farkli oldugunu gostermistir
(Mukhopadhyay, 1997). IB silindirik veya oval formlarda olabilir ve sekillerin ¢ap1 0,5
ile 1,3 um arasinda degismektedir (Carrio ve Villaverde, 2002). Ustelik IB yiiksek oranda
hidrat formdadir ve yiiksek hizli santrifiijleme ile kolayca ayrilabilen siingerimsi yapilara
sahiptirler (Singh ve Panda, 2005). Calismalar, IB ¢dziinebilir ve ¢dziinmeyen proteinler
arasindaki dengesizligin sonucu olan dinamik, tersine ¢evrilebilir ve kinetik yapiya sahip
oldugunu gostermistir (Villaverde ve Carrio, 2003). Ayrica, IB proteinlerinin in vitro aktif
formlara dontistiiriilmesi gergekten ¢ok zordur ve inkliizyon cisimciklerinin izolasyonu,
cOziintirlestirilmesi ve yeniden katlanmasim1 igeren prosediirler diisiik verimle
sonuglanmaktadir (Vallejo ve Rinas, 2004). iB ¢oziinmesi g¢ogunlukla intramolekiiler

etkilesimlerin bozulmasini uyaran iire, HCI ve guanidin hidrokloriir gibi denatiire edici
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maddelere baglidir (Villaverde ve Carrio, 2003). Bu yiizden, yeniden katlama prosediirii
kullanilarak proteinin eldesinden ziyade IB formunun azaltilmas1 ve proteinin ¢dziiniir
ekspresyonunun saglanilmasi daha etkili bir yaklasim olarak diisiiniilmektedir. Bu
kapsamda, rekombinant proteinlerin iiretilmesinde, ¢Oziiniir ekspresyon ve IB
olusumunun Onlenmesi i¢in molekiiler saperonlar, diisiik sicaklik, uygun promotor,
proteinin sinyal peptidlerle periplazmaya salgilanmasi gibi gesitli prosediirler
kullanilmistir (Schumannn ve ark., 2004). Birgok rekombinant proteinin, genellikle
bakteriyel hiicrelerde fazla miktarda sentezlendiklerinde, diizgiin katlanamamakta ve 1B
olusturma egilimi gdstermektedir (Khosrowabadi ve ark., 2018). Uretilmesi hedeflenen
proteinlerle birlikte fazla miktarda saperon proteinlerinin iiretilmesi in vivoda protein
katlanmasini artirabilmektedir (Sachsenhauser ve Bardwell, 2018). E. coli’de molekiiler
saperonlarla birlikte ekspresyon c¢oziinebilir proteinlerin miktarini artirmak igin
kullanilan en yaygin yaklasimdir. Saperon ko-ekspresyon sisteminin, insan
interferongama, fare endostatin, insan ORP150 ve insan lizozimi gibi ¢esitli agregasyona
yatkin rekombinant proteinlerin ¢oziiniirliigiini arttirdigi ortaya koyulmustur (Nishihara
ve ark., 2000; Yan ve ark., 2012; Nausch ve ark., 2013; Singhal ve ark., 2015). Amrein
ve arkadaglarmin (1995), calismasinda p50csk Protein-Tyrosine Kinase Candida
proteininin saperon proteinlerle birlikte ekpresyonu protein ¢oziirliigiinii ve aktivitesini
%50 den daha fazla artirmistir (Amrein ve ark., 1995). Temelde DnaK-Dnal-GrpE,
trigger faktor (TF), ve GroEL-GroES olmak iizere 3 gesit saperon sistemi vardir (Lu ve
ark., 2016; Schlapschy ve Skerra, 2011; Tong ve ark., 2016). Molekiiler saperonlar yeni
olusan polipeptit zincirleriyle ribozomlarda etkilesmekte ve protein katlanmasinin
saglamasinda, disiilfid bag olusumu ve agregasyonun dnlenmesinde gorev almaktadir (Lu
ve ark., 2016; Shen ve ark., 2016; Thomas ve ark., 2016). Sekil 2.4’de E. coli hiicrelerinin
sitoplazmasinda proteinlerin saperon proteinler yardimiyla katlanma siireci gosterilmistir

(Kolaj ve ark., 2009).
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Sekil 2.3. E. coli sitoplazmasinda protein katlanmasi stireci.

Olusmaya baslayan oligopeptidler ribozomal ¢ikis tiinelinden ¢iktiklarinda tetikleyici
faktor (TF) saperonu ile karsilasirlar (1). Aymi zamanda bu oligopeptitler uygun
konformasyonda (3) katlanmay1 destekleyen Dnal ve GrpE ile isbirligi yapan DnaK (2)
tarafindan da yakalanabilirler. Daha sonra DnaK (4) ve TF tarafindan yeniden
yakalanabilir ve muhtemelen bu katlanma dongiisii protein uygun konformasyona
gelinceye kadar devam edebilir, uygun konformasyona katlanmak i¢in Groel-GroES (5)
ile etkilesime girebilir veya agregasyona maruz kalabilir (6). Is1 stresi ile birlikte,
agregasyona egilimli hidrofobik bdlgelerin ortaya c¢ikmasiyla sonuglanan, termolabil
proteinlerin kismi agilimi meydana gelebilir (7). Bazi kii¢lik HSPler kismen katlanmis
proteinleri, Hsp70 ve Hsp60 saperonlar DnaK ve GroEL’e (8,9) transfer icin tutarken,
katlanmamis proteinlerin ayristirilmasi1 ClspB tarafindan Hsp70 ailesiyle isbirligi icinde
gergeklestirilir (10), katlama igleminin tamamlanmasi i¢in DnaK / DnalJ / GrpE takimina

tekrar transfer edilir (Sekil 2.3.) (Kolaj ve ark., 2009).

DnaK, Dnal, GrpE, GroEL, GroES ve Trigger faktorleri E. coli’de kullanilan bazi
sitoplazmik saperonlardandir. Bu saperonlar E. coli'de protein ¢oziiniirliiglinii gelistirmek

igin tek baslarina veya kombinasyon halinde kullanilmistir (Arya ve ark., 2015; Cui ve
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ark., 2011; de Marco, 2007; Levy ve ark., 2001; Ronez ve ark., 2012). Proteinin yeniden
katlanmasini saglamak i¢in yaygin olarak kullanilan en verimli saperon kombinasyonlari,
Groel-GroES ve DnaK-Dnal-GrpE'dir (Jhamb ve Sahoo., 2012; Yan ve ark., 2012,
Voulgaridou ve ark., 2013). Ek olarak, DnaK-DnaJ-GrpE'nin katlanamamis proteinlerin
salgilanmasina yardime1 oldugu ve GroEL-GroES saperonlarinin peptidlerin inkliizyonun
olusumunu azalttig1 gozlenmistir (Sorensen ve Mortensen, 2005). Trigger faktor (TF),
peptit ¢ikis alaninin yakininda ribozomlara baglanir ve kisa zincirlerle etkilesir (Hartl ve
Hayer-Hartl, 2002). Trigger faktoriin, GroEL ile etkilestigi ve protein katlanmasini
kolaylastirmak i¢in GroEL-substrat baglanmasini gelistirdigi gosterilmistir (Folwarczna
ve ark., 2012). GroE-GroES'nin birlikte sentezlenmesinin, ¢6ziinebilir formda anti-B tipi
natriiiretik peptit tek zincirli antikorun (scFv) yaklasik %65'inin {retilmesi ile
sonuclandig: bilinmektedir; bu, saperonlarin yoklugunda olandan 2.4 kat daha yiiksektir
(Maeng ve ark., 2011). DnaK-DnaJ-GrpE sistemi ise, yeni sentezlenmis proteinlerin
uygun sekilde katlanmasini kolaylastirmak ya da GroEL-GroES sistemine transfer
edilmesine aracilik etmek igin yeni polipeptidlerle etkilesime girmektedir (Ewalt ve ark.,
1997). E. coli sitoplazmasinda DnaK saperon proteini, ATP'ye bagimli bir sekilde
davranir ve hem normal hem de stresli bliylime kosullar1 altinda protein katlanmasina
aracilik etmek i¢in Dnal ve GrpE saperon proteinleri ile isbirligi yapar (Chung ve ark.,
2003). DnaK-DnalJ ve GrpE sistemi, polipeptit zincirlerinin katlanmasi, membrandan
protein aktarimi, hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, ¢ok alt birimli protein yapisinin
birlestirilmesi, protein agregasyonunun ¢éziilmesi ve 1s1 soku cevabinin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (Dumitru ve ark., 2004). Ying ve arkadaslar1 (2004), DnaK-
Dnal ve GrpE'nin anti-BSA tek zincirli antikor ile ekspresyon sisteminin bu antikor
fragmaninin ¢6ziiniirliigiinii belirgin bir sekilde gelistirdigini bildirmistir (Ying ve ark.,
2004). Hu ve arkadaslar1 (2007), DnaK-DnaJ-GrpE (DnaKJE) ile ekspresyon yoluyla
scFv proteinin ¢oziinebilir {iretiminin 100 katina kadar arttigini ortaya koymustur (Hu ve
ark., 2007). DnaK ile ClpB (Hsp100) gibi diger saperonlar, proteini ¢oziiniirlestirir ve
agregasyonu onler (Betiku, 2006; Nausch ve ark., 2013). IbpA ve IbpB gibi diger 1s1 soku

proteinleri 1s1 ile denatiire olan proteinlerin agregasyonunu onler (Guzzo, 2012).

Skp ve FkpA saperonlarinin birlikte sentezlenmesinin, E. coli‘de antikor fragmanlarinin

¢ozintrligini arttirdigi gosterilmistir (Ow ve ark., 2010). Tiim bu ¢alismalar goz 6niinde
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bulunduruldugunda E. coli'de rekombinant proteinlerin {iretiminin iyilestirilmesi i¢in, en
etkili olan1 belirlemek iizere farkli molekiiler saperon kombinasyonlarinin analiz
edilmesinin gerekliligi agik¢a ortaya c¢ikmaktadir. HSP Research Institute tarafindan
geligtirilen bes farkli tipte plazmid (Cizelge 2.1) saperon proteinlerin ¢esitli

kombinasyonlarini icermektedir.

Cizelge 2.1. Tez calismasinda kullanilan saperon proteinleri igeren plazmidler ve

ozellikleri

Plazmit Antibiyotik Indiikleyici Saperonlar Molekiil
Direncliligi Ajan Agirhiklar
L-arabinoz (0.5 dnaK-dnal- dnaK-70 kDa
Kloramfenikol (20 mg/ml) grpE/groES- dnaJ-40 kDa grpE-
pG-KJES8 mg/ml) tetrasiklin (5 groEL 22 kDa groES-10
ng/ml) kDa groEL-60
kDa
pGro7 Kloramfenikol (20 L-arabinoz (0.5 groES-groEL groES-10 kDa
mg/ml) mg/ml) groEL-60 kDa
Kloramfenikol (20 L-arabinoz (0.5 dnaK-dnaJ- grpE | dnaK-70 kDa
pKJIE7 mg/ml) mg/ml) dnaJ-40 kDa grpE-
22 kDa
Kloramfenikol (20 tetrasiklin (5ng/ml) | groES-groEL/tig groES-10 kDa
pG-Tf2 mg/ml) groEL-60 kDa tig-
56 kDa
pTfl6 Kloramfenikol (20 L-arabinoz (0.5 Tig Tig-56 kDa
mg/ml) mg/ml)

Saperon plazmid seti, her biri optimal protein ekspresyonunu ve katlanmasini saglamak
ayni zamanda proteinin yanlis katlanmasini azaltmak i¢in bir ‘saperon takimi1’ olarak islev
goren coklu molekiiler saperonlari eksprese etmek iizere tasarlanmis bes farkli
plazmidden olusur. Bu bes saperon plazmidinden (pG-KJES8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2,
pTfl6) biri ile hedef proteinin birlikte ekspresyonu, c¢oziinebilir proteinin geri
kazanilmasini arttirir ve ¢dziinmeyen proteinin bir sonucu olarak iiriin kaybini en aza
indirir. Her plazmid pACYC’ den tiiretilmis bir replikasyon kaynagi (orijin) ve ampisilin
direngli ColEl tipi plazmidler igeren E. coli eskpresyon sistemlerinin kullanilmasina izin

veren bir kloramfenikol direng¢ genini tasir. Saperon genleri araB veya tet gibi
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destekleyiciler bulunur. Sonug olarak, hedef gen farkli promotdrlerin kontrolii altina
alindiginda hedef proteinlerin ve saperonlarin ekspresyonu ayri ayri indiiklenebilir. Bu

plazmidler ayrica her promotdr i¢in gerekli regiilatorii (ara C veya tet) icerir (Anonim D,
2020).

Jhamb ve Sahoo (2012), yaptigr bu ¢alismada sicaklik, indiikleyici konsantrasyonu,
indiikksiyon zamani ve molekiiler saperonlarin (GroEL-GroES ve DnaKJE) birlikte
ekspresyonu, model protein ksilanazlarin hiicre biiylimesi ve ¢oziinmesi iizerindeki
etkilerini incelemistir. Cozilinebilir ksilanazlarin verimi, ekim sicakligi ve indiikleyici
seviyesinin diismesi ile artmistir. Ek olarak, DnaKJE saperonunun birlikte ekspresyonu
¢Ozliniir ksilanazlarin artmasini saglamistir. Bir saperon ile ekspresyon ve kismi
indiiksiyonun bir kombinasyonu ¢dziintir fraksiyonda toplam ksilanaz veriminin %40’ 1na
(DnaKJE’de) ve (GroEL-GroES’te) %33’tini arttirmigtir. Kullanim kolayligi, ¢abuk
biiyiime kosullar1 ve iirliniin hiicre sitoplazmasinda daha yiiksek seviyelerde birikmesi bir
organizmanin, ekspresyon konakgisi tarafindan en ¢ok aranan 6zellikleridir. Bununla
birlikte tim genler E. coli’de kolay bir sekilde eksprese edilmemektedir. E. coli’nin
prokaryotik sisteminde dogal olmayan proteinlerin iiretilmesi ile ilgili birka¢ sinirlama
vardir. Glikozilasyon veya disiilfiir bag olusumu meydana getirme kapasitesine sahip
olmayan proteinlerin translasyon sonras1 modifikasyonlarinda 6nemli problemler ortaya
cikmaktadir. Sonug olarak rekombinant polipeptitlerin inkliizyon cisimcikleri olarak
bilinen inaktif proteinin biiyiik agregatlari icinde bulundurdugu gézlemlenmistir (Jhamb

ve Sahoo, 2012).

Biyolojik olarak aktif iirlinlerin toplanmis durumdan geri kazanilmasi tipik olarak
kaotropik maddelerle acildiktan sonra seyreltme/diyalizin optimize edilmis yeniden
dondurma tamponlar1 halinde gerceklestirilmesi ile uygulanabilmektedir. Ancak yeniden
katlama prosediiriiniin optimizasyonu zaman alic1 ¢abalar gerektirir ve yiiksek iiriin
verimlerine elverigli degildir. Bu nedenle ¢6ziiniir ve aktif bir formda rekombinant protein
verimlerinin maksimuma ¢ikarilmasi in vitro katlanmayla alternatif olur. Proteinlerin
inkliizyon cisimciklerini ¢oziiniir fraksiyona yeniden ydnlendirilmesi igin birtakim

yaklagimlar literatlirde aciklanmaktadir. Yetistirme kosullarinin bir konak¢i hiicrenin
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degistirilmesi veya fiizyon ortaklarinin kullanilmasi yontemlerden bazilaridir. Molekiiler
saperonlarin ve diger katlama katalizorlerinin uzun zamandan beri protein katlamasina
yardimce1 oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte saperon ile birlikte iiretiminin basarisi
saperon sisteminin katlama ara maddelerine nispi yakinliklarina ve bu tiirlerin katlanma
ve toplanma kinetigine baglidir. Bu parametrelerin tahmin edilmesi zordur ve bu nedenle
molekiiler saperonlarin uygulanmasi tekrarlama deneyimlerine dayanmaktadir. Dikkate
alinmasi gereken diger bir konu da herhangi bir saperon kombinasyonunun uygunlugunun
hedef proteine 6zgii olmasidir. Bu nedenle hem ¢oziinebilir protein miktarini arttirmak
icin hem hedef protein hem de saperonlarin ekspresyonunun ince sekilde ayarlanmasi

gerekmektedir (Jhamb ve Sahoo, 2012).

Saperon ile ekspresyonunun okaryotik hiicrelerin yani sira bakterilerden geri kazanilan
¢ozlinebilir rekombinant protein verimi iizerindeki olumlu etkisi biiylik Olciide
belgelenmistir (Hanning ve Makrides, 1998). Birka¢ farkli saperon kombinasyonu
basariyla kullanilmistir (Amrein ve ark., 1995; Kandror ve ark., 1997; Marco ve ark.,
2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve marka bilgileri

elektroforezi i¢in)

Kullamilan Cihaz Markasi

Buzdolabi Vestel Gtp 455a
Calkalayici Inkiibator Biosan Es 20
Calkalayici Inkiibator Zhicheng - Zhwy111c
Dikey Sogutucu +4°C Ugur

Dondurucu (-80) Hettich

Etiv Memmert

Gii¢ kaynagi (SDS ve agaroz jel Biorad

Isitict Magnetik Karistiric

Velp Scientifica Are

Mikro 22R santrifiij Hettich
MDsoo mikrodalga firin Arcelik
Otoklav (50L) Hmc Hirayama
SDS jel elektroforez seti Biorad

Spin Cihaz

Biosan, Combi Spin Fvl 2400n

Sonikator

Sonics (Vcx130)

Termostatli Blok Isitict

Biosan

UV/VIS Spektrofotometresi,

Varian Carry 50

UV Gosterici

Syngene Sytc/1422

Yiiksek Hizl1 Santrifiyj

Vision vs 30 000i
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3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallar ve markalar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasallar ve marka bilgileri

Kullanilan Kimyasal Markasi
Agar BD Bacto'™ Agar
Agaroz Bioron
Akrilamid Amresco
Ampisilin Sigma Aldrich
APS Biorad

Beta Merkaptoetanol Carlo Erba
Bezamidin Merck

BSA Promega
CaCl2.2H20 Carlo Erba
DMSO Merck

Etanol Merck
Etidyum bromdir ICN

Gliserol Euromedex
HCI Merck

IPTG Amresco
Imidazol Merck
KCH3COO Merck

KCI Sigma
Kloramfenikol Sigma

LB Broth Base

Invitrogen lennox L Broth Base
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Cizelge 3.2. (Devam) Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar

Kullamlan Kimyasal Markasi
Metanol Merck
NaH2PO4 Carlo Erba
Plazmid DNA saflastirma kiti Bio Basic
PMSF Sigma Aldrich
SDS Serva
TEMED Biorad
Tetrasiklin Sigma
Tripton BD Bacto™
Tris Sigma Aldrich
Triton X 100 Takara

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

PMSF Cozeltisi: 150 ug PMSF 1 ml mutlak etanolde ¢6ziilerek hazirlanmistir.

Kloramfenikol Cozeltisi: Kloramfenikol 34 mg/ml olacak sekilde mutlak etanolde

¢oziillip 0.2 um’lik filtreden gegirilerek steril edilmistir.

Tetrasiklin Cozeltisi: 12.5mg/ml olacak sekilde otoklavlanmis saf suda ¢oziilmiis ve 0.2

um’lik filtreden gegirilerek steril edilmistir.

FSB cozeltisi: 7.4 g KCI, 100 g gliserol, 7.5 g CaCl>.2H.0, 10 ml 1 M (pH:7.5)
KCH3COO aliarak pH:6 olacak sekilde ayarlanmistir ve son hacim 1 000 ml’ye

tamamlanarak otoklavlanmustir.
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Ampisilin: 1.5 gram ampisilin 15 ml saf suda ¢oziilmiistiir. Steril 0.2 pm’lik filtreden

gegirilerek sterilize edilip mikrotiiplere boliinmiis ve -20°C' de saklanmustir.

IPTG: 1.5 gram IPTG, 15 ml steril suda ¢oziilmiis ve 0.2 um’lik filtreden gegirilerek

mikrotiiplere boliinmiis ve -20 °C’ye kaldirilmustir.

LB cozeltisi: 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base 1 000 ml suda ¢oziilmistiir. 1 000
ml’lik ¢ozeltiden iki yiiz elliser ml' lik stoklar hazirlanmistir. Hazirlanan stok siselere 3.75

g agar eklenip karistirilmis ve otoklavlanmistir.

Diyaliz ¢ozeltisi: 10 mM Tris-HCI, 300 mM KCl, 0.1 mM EDTA pH:7.5 olacak sekilde

3 litre distile suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

SDS Elektroforez Jeli Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Alt Tampon: 4 g SDS (%0.4) ve 182 g Tris (1.5 M) 1000 ml saf suda ¢oziiliip pH:8.8’¢

ayarlanmistir.

Ust Tampon: 4 g SDS (%0.4) ve 60.5 g Tris (1.5 M) 1000 ml saf suda ¢oziiliip pH:6.6

ayarlanmistir.

Yiikleme Jeli: 1 ml iist tampon, 2.55 ml su, 0.35 ml %40 akrilamid, 50 pl %10 APS ve
10 ul TEMED' den olusmaktadir. Tiim kimyasallar eklenip son olarak APS ve TEMED
eklenerek kasete dokiilmiis ve yiiriitme jeli polimerlesene kadar beklenilmistir. Daha

sonra lizerine yiikleme jeli dokiilmiis ve polimerlesene kadar beklenilmistir.

Elektroforez Tamponu (1X): 14.4 g Glisin, 1 g SDS ve 3 g Tris bilesikleri 1 000 ml saf

suda ¢oziliip hazirlanmistir.

SDS Ornek Yiikleme Tamponu (5X): 5 ml gliserol (%50), 0.6 ml 1 M Tris-HCI (pH
6.8), 0.5 ml B-ME (B- Merkaptoetanol), 2 ml%10‘luk SDS, 1 000 ul %1°lik Bromfenol

mavisi ve 0.9 ml saf su karisimi ile hazirlanmistir.
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SDS Jel Boyama (Staining) Cozeltisi: 0.5 g Coomassie Brillant Blue R-250 boyasi, 450
ml metanolde ¢oziilmiistiir. Cozelti filtre kagidi ile filtre edildikten sonra, tizerine 450 ml

saf su ve 100 ml asetik asit eklenmistir.

Destaining Cozeltisi: 100 ml asetik asit ile 200 ml metanol karistirilip 800 ml saf su ile

hazirlanmustir.

Amonyum Persiilfat (APS-%10): 0.5 g APS tartiip 5 ml saf suda ¢oziilerek

hazirlanmustir.

Protein Saflastirmada Kullanilan Cozeltiler

NaH2PO4-Na2HPO4 tamponu: 65 ml, 0.2 M NaH2PO4 ve 0.2 M, 435 ml Na;HPO4

karistirilarak pH:7.6’a ayarlanmis ve toplam hacim saf su ile 1 000 ml’ye tamamlanmistir.

Yiikleme tamponu (Loading Buffer):2.92 g NaCl, 500 ml NaH2POs - NaxHPO4

tamponunda (pH:7.6) ¢6ziilmiistiir.

Yikama tamponu (Wash Buffer): (25 mM imidazol, 100 mM NaCl-100 mM NaH2PO4
- Na2HPOy4, pH:7.6): 0.85 g imidazol, 2.92 g NaCl, 500 ml NaH2POs-Na;HPO4 (pH:7.6)

tamponunda ¢oziilmiistiir.

Eliisyon tamponu (Elution Buffer): (300 mM imidazol, 100 mM NaCl-100 mM
NaH2PO4-Na;HPO4 pH:7.6.0): 10.2 g imidazol, 2.92 g NaCl, 500 ml NaH2PO4s-Na;HPO4

tamponu igerisinde (pH:7.6) ¢coziilmiistiir.

21



3.2. Yontem

3.2.1. Prolil Endopeptidaz Enzimini Kodlayan Genin Optimizasyonu ve Sentezi

3.2.1.1. A. niger’e ait PEP proteinine ait optimize edilmis niikleotid dizisi ve

kodladig1 aminoasid dizisi

Burada Aspergillus niger organizmasinin PEP enziminin optimize edilmis niikleotid

dizisi ve bu niikleotidlerin kodladig1 aminoasid dizisinin analizi yapilmistir (Sekil 3.1.).

Prolil endoproteazin klonlandigi pET22b vektorii gosterilmistir (Sekil 3.2.).

Atg gga tcc cgt gcc ttc tcc gect gtc gect gect gecg gece ctg gcg ctc tcect tgg

M G S R A F S A \% A A A A L A L S W

gcg tct ctg gct cag gct gct cge ccc cgt ctt gtg ccc aag cct gtc tct cgg cca

tct agt aaa tcg gct gcg acc acg ggc gag gct tac ttt gag cag ctg ctg gac cat

aat ccg gag aag ggc acc ttt tcc cag agg tac tgg tgg agt act gaa tac tgg ggt

cct ggg tca ccg gtc gtc ctc ttt act cct gga gag gtc tct gcg gat ggce tat gag

tat ctc acc aat ggg act ctc act ggt gtc tat gcg cag gag atc cag ggt gcc gtc

ctc att gag cac cgc tac tgg ggt gat tct tct cct tat gag gtg ctc aat gcc gaa

ctt cag tac ctc aca ctg gac caa gcc att ctg gac atg acc tac ttc gcg gag acg

aag ctg caa ttc gat aac agc acc cgc agc aat gcg cag aat gct ccc tgg gtc atg

ggt gga tca tac agt ggt gcc ttg acg gct tgg acc gaa tct gtc gcg cct gga acg

tgg gct tac cat gcg act agt gct cct gtg gag gct atc tac gac tat tgg caa tac

tac ccc atc cag caa ggt atg gca cag aac tgc agc aag gac gtg tct ctg gta gcc

gcc

cat

ggt

999

att

act

gtg

gtc

ttc

ttt

gag
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tat

ttt
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tect
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tat
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tgg
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gat

gag

aaa

gga
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Sekil 3.1. A.niger'e ait PEP proteinine optimize edilmis niikleotid dizisi ve kodladig1
aminoasid dizisi
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Sekil 3.2. pET22b-Prolil endoproteaz vektorii ve Xbal ve Xhol restriksiyon enzimleri ile
kesimi

3.2.2. Prolil Endopeptidaz Enzimini Kodlayan Genin Cogaltilmasi

Sentez ettirilen PEP genini tasiyan pET22b-PEP plazmidin ¢ogaltilma iglemi
gerceklestirilmistir. E. coli DHS5o hiicreleri pET22b-PEP plazmidi ile 1s1 soku
uygulanarak transforme edilmistir. pET22b-PEP plazmidini tasiyan E. coli DH5a
hiicreleri LB kat1 besiyerine ekim yapilarak 37°C’de bir gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Bir gece sonunda biiyiiyen hiicrelerden 4 ml’lik LB sivi besiyerlerine
inokiile edilip 37°C’de bir gece biiyiitiilmiistiir (Sambrook ve ark., 1989). Biiyiiyen
kiiltiirlerden Biobasic Plazmid DNA saflastirma kiti kullanilarak plazmid DNA

saflagtirma islemi gerceklestirilmistir.
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3.2.3. Plazmid DNA Saflastirilmasi

Transformasyon sonunda biiyiiyen hiicrelerden 4 ml’lik LB siv1 besiyerlerine inokiile
edilip 37°C’de bir gece biiyiitiilmiistiir (Sambrook ve ark., 1989). Biiyiiyen kiiltiirlerden
Biobasic Plazmid DNA saflastirma kiti kullanilarak plazmid DNA saflastirma islemi
gerceklestirilmistir.

e Biiyiiyen hiicreleri i¢eren kiiltiirden 1.5 ml’lik tliplere aktarilarak, 2 dakika 12 000
rpm’de santrifiij edilip s1v1 kisim uzaklagtirilmastir.

e 100 ul Solution 1 eklenerek vortekslenip 1 dakika bekletilmistir.

e Karisim tizerine 200 ul Solution 2 eklenmistir. Nazik bir sekilde 4-6 defa alt iist
edilip, 1 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

e Karisima 350 ul Solution 3 eklenerek nazikge bir sekilde alt iist edilmis ve oda
sicakliginda 1 dakika boyunca bekletilmistir.

e Daha sonra 12 000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi yapilmistir.

e Sivi kissm EZ-10 spin kolona aktarilarak 2 dakika 10 000 rpm’de
santrifiijlenmistir.

e Alt kisimda toplanan sivi atilmistir. Kolona tizerine 750 ul ‘Wash Solution,
yikama ¢ozeltisi’ eklenerek 2 dakika 10 000 rpm’de santrifiijlenmis ve altta
biriken s1v1 atilip, kolon ayni tiipe tekrar yerlestirilmistir.

e Kolona 750 ul ‘Wash Solution’ eklenip, 2 dakika 10 000 rpm’de santrifiij islemi
yapilmistir.

e Tipiin alt kisminda biriken siv1 atilip, Wash Solution’in kolonda kalan miktarin
uzaklastirmak i¢in 1 dakika daha santrifiij islemi yapilmistir.

e Kolon yeni 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tlipline yerlestirilip, kolonunu merkezine 50
ul saf su eklenmis, 50°C’de 2 dakika bekletilmistir.

e 10 000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij uygulanmis ve plazmid DNA

saflastirma islemi tamamlanmaistir.
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3.2.4. Saperon Proteinlerin Gen Dizisini iceren Plazmidlerin Elde Edilmesi ve

Cogaltilmasi

Tez ¢alismasinda kullanilmasi planlanan saperon proteinleri ifade eden genleri igeren
plazmid sistemleri ticari olarak elde edilmistir. Plazmidler kompetent E. coli DH5a
hiicrelerine transfer edilmistir. Transformasyon igin kullanilacak hiicreler pipes’li
kompetent hiicre hazirlama prosediiriine gore hazirlanarak kompetent hale getirilmistir.
Transformasyon isleminden sonra antibiyotikli se¢ici kat1 besiyerinde biiyiiyen koloniler
antibiyotik iceren 4 ml’lik sivi besiyerine inokiile edilip bir gece 37°C’de inkiibe
edilmistir. Sonrasinda 4 ml besiyerinde ¢ogalan hiicrelerden plazmidler plazmid DNA

izolasyon kiti kullanilarak saflagtirilmistir.

FSB’li kompetent hiicre hazirlama

e 50 ml steril LB (Luria Bertani) besiyeri bulunan erlenlere bir gece bekletilen
kiiltiirden birer ml eklenip 37°C, 250 rpm’de inkiibasyona birakilmustir.

e Optik dansite 600 nm ‘de absorbans yaklasik 0.6 oldugunda erlenler inkiibatorden
alinip +4°C 5 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

e Siiernatant uzaklastirilarak pelet iizerine 50 ml soguk FSB (dondurulmus saklama
tamponu ) ¢ozeltisi eklenmistir. Pelet tamamen ¢oziinene kadar vortekslenmistir.
Sonrasinda 1 saat buz banyosunda bekletilmistir.

e 1 saat sonra +4°C 4 000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Siipernatant
uzaklastirilarak pelet tizerine 8 ml FSB ¢6zeltisi eklenip tiipe vurularak ¢dziinmesi
saglanmustir.

e Pelet tamamen ¢oziiniince {lizerine 560 ul DMSO eklenip 3 saat buza

gomiilmiistiir. 3 saatin ardindan kompetent hiicre hazir hale gelmistir.
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3.2.5. Transformasyon

Kompetent hiicreden 200 pl alinip iizerine 2 ul pET22b-PEP plazmidi
eklenmistir.

Karigim 1 saat buzun i¢inde bekletilmistir.

e 2 dakika siire ile 42°C’de 1s1 soku uygulanmastir.

e Is1 sokunun ardindan karisim tekrar buz igcinde 5 dakika bekletilmistir.

e Her bir mikrotiip antibiyotikli besiyerlerine yayma ekim ile ekilerek 37°C’de bir

gece boyunca inkiibasyona birakilmustir.

3.2.6. Saperon Proteinlerin Gen Dizisini Iceren Plazmidlerin E. coli BL21(DE3)

Hiicrelerine Transferi

Saperon proteinlerin gen dizisini i¢eren plazmidler (pG-KJE8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2,
pTf16) ve PEP enzimine ait geni tagryan pET22b plazmidi kullanilarak kompetent E. coli
BL21(DE3) hiicreleri 1s1 soku ile transforme edilmistir.

3.2.7. PEP Enziminin Saperon Plazmid Sistemleriyle Birlikte Ekspresyonu

Transformasyon isleminden sonra antibiyotikli kati besiyerinde biiyliyen koloniler
antibiyotik iceren 4 ml’lik sivi besiyerine inokiile edilip bir gece 37°C’de inkiibe
edilmistir. Ardindan 50 ml’lik antibiyotikli besiyerine L-arabinoz ve tetrasiklin eklenip
kiiltiirler 37°C 240 rpm’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda belirli araliklarla kiiltiirden
ornekler alinarak spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 6l¢iimler yapilip ODegoo:0.6
oldugunda IPTG ile indiiklenip kiiltiirler 3-4 saat tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Indiiksiyon dncesi ve sonrasi kiiltiirden rnekler alinip SDS-PAGE’de enzimin iiretilip

tiretilmediginin analizi yapilmistir.
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3.2.8. E. coli BL21 (DE3) Hiicrelerinin Parcalanmasi

Uretici oldugu tespit edilen hiicreler 600 mI’lik besiyerinde kiiltiire edilip indiiklenmenin
ardindan 3-4 saat sonra santrifiij islemi ile toplanmustir. Indiikleme sonras1 -20°C’de
stoklanan hiicreler parcalama isleminden Once ¢ikarilarak bir siire buzda bekletilmistir.
Yiikleme tamponu (pH:8) eklenerek hiicreler siispanse hale getirilmistir. Siispanse
haldeki hiicrelerin izerine 100 mM, 50 pul PMSF ve benzamidin ilave edilmistir. Lizozim
eklendikten sonra hiicreler buz tizerine yerlestirilmistir. Hiicrelerin soguk kalmasina 6zen
gosterilerek 1 saat siire ile sonikasyon islemi yapilmistir. Parcalama isleminden sonra
parcalanmayan hiicreler 6 000 rpm' de 10 dakika santrifiij islemine tabii tutulmustur.
Santrifiij sonrasinda olusan siipernatant kisim 30 000 rpm, +4°C degerlerinde 1 saat
santrifiijlenmistir. Boylece hidrofobik diger proteinler ve ¢coziinmeyen hidrofobik hiicre

materyalleri ortamdan uzaklastirilmastir.

3.2.9. PEP Enziminin Saflastirilmasi

PEP enziminin saflastirilmasinda afinite kromatografisi yontemi uygulanmistir. Afinite
kromatografisinde kolon dolgu maddesi olarak Ni-NTA agaroz rezin kullanilmistir.
Kolondan eliisyon elde etmek icin ise imidazol iceren eliisyon tamponu kullanilmistir.
Kolona 500 ul Ni-NTA agaroz rezin eklenip kolon yiikleme tamponuyla yikanmistir.
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant kolona yiiklenmis ve kolondan gelen
fraksiyonlar toplanmistir. Protein yiiklenmis olan kolon yikama tamponuyla yikanmistir.
Boylece kolonda tutunmus olan diger proteinler uzaklastirilip olup ardindan kolon
eliisyon tamponu ile tekrar yikanmistir. Kolona tutunmus olan protein {i¢ fraksiyon

seklinde eliie edilmistir (Laemmli, 1970).
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3.2.10. SDS-PAGE Analizi

Kolondan eliie edilen her fraksiyondan ytizer pl’lik 6rnekler alinip lizerine yiizer ul SDS
sample buffer eklenmistir. Eliisyonlar 100°C’de 5 dakika kaynatilip 6nceden hazirlanan
SDS-PAGE jeline yirmiser ul yiiklenmistir. SDS-PAGE tamamlandiktan sonra jel

boyama iglemi gergeklestirilmistir.

3.2.11. Diyaliz

Diyaliz hedef proteinin afinite kromatografisi asamasinda kullanilan tampon ¢ozeltiler
igerisinde bulunan kii¢iik molekiillerin (imidazol ve tuz gibi) uzaklastirilmasi igin
uygulanan bir yontemdir. Tuz ve diger kii¢iik molekiiller yar1 gecirgen bir zar araciligiyla
hedef proteinin bulundugu ¢oézeltiden uzaklastirilmaktadir. Eliie edilen protein ¢ozeltisi
diyaliz torbasina konur ve hazirlanan diyaliz tamponu icerisine koyulur. Diyaliz
torbasinin porlarindan daha kiigiik yapida olan molekiiller difiizyon esasina gore diyaliz
cozeltisine diyaliz ¢ozeltisine gecerken daha biiyiik yapidaki molekiiller torba igerisinde

kalmaktadir (Hessa ve ark., 2012).

Diyaliz ¢o6zeltisi, 100 mM NaH2PO4-Na,HPO4, 300 mM, NaCl pH: 7.6 olacak sekilde 1
litre distile suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. Afinite kromatografisinden elde edilen saf
Prolil endopeptidaz eliisyonlarindan 1 ml diyaliz torbasina eklenmis ve 16 saat diyalize

birakilmstir.
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4. BULGULAR

4.1.Rekombinant PEP Enziminin Saperon Sistemleri ile Birlikte Uretilip
Uretilmediklerinin SDS-PAGE Analizi ile Belirlenmesi

Saperon sistemlerinin 50 ml’lik kiigiik 6l¢ekli tiretim sonucunda elde edilen 6rneklerinin
SDS-PAGE analizi asagida gosterilmistir. Sekil 4.1°de saperon sistemlerinden biri olan
pG-KJE8 sisteminin 50 ml’lik kii¢iik o6lgekli iiretim sonucunda dnal ve GroEL
saperonlarii drettigi gozlenmistir. Saperon pG-KJES8 sisteminde PEP enziminin var

oldugu ancak ¢oziiniir formda tiretilmedigi ve pelette kaldig1 goriilmiistiir.

Saperon pG-KJES sistemi

1 2 3 4 5 6
70 kDa
50 kDa GroEL 60 kDa
dnal 40 kDa
25kDa

Sekil 4.1. PEP proteinin pG-KJES saperon plazmidlerle koekspresyonunun %12°1ik SDS-
PAGE’de analizi. 1. Protein marker (Dual- Color prestained protein ladder), 2. 3. 4. 5. 6.
Kuyucuklar sirasiyla pG-KJE8 ve pET22b-PEP plazmidini tasiyan E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerinin 2. IPTG ile indiikleme Oncesi hiicre lizati, 3. IPTG ile indiikleme sonrasi
hiicre lizati, 4. Sonikasyon islemi sonrasi hiicre lizati, 5. Santriflij islemi sonrasi
slipernatant 6rnegi 6. Santrifiij islemi sonrasi pelet 6rnegi
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Saperon pGro7 sisteminin 50 ml’lik kiiciik O6l¢ekli tiretimi sonucunda 60 kDa
biiytikliigiindeki GroEL saperonunu irettigi ancak PEP enziminin pelette kaldigi
gozlenmistir (Sekil 4.2.).

Saperon pGro7 sistemi

GroEL 60 kDa

Sekil 4.2. PEP proteinin pGro7 saperon plazmidlerle koekspresyonunun %12’lik SDS-
PAGE’de analizi. 1. Protein marker (Dual- Color prestained protein ladder), 2. 3. 4. 5. 6.
Kuyucuklar sirastyla pGro7 ve pET22b-PEP plazmidini tasiyan E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerinin 2. IPTG ile indiikleme Oncesi hiicre lizati, 3. IPTG ile indiikleme sonrasi
hiicre lizati, 4. Sonikasyon islemi sonrasi hiicre lizati, 5. Santriflij islemi sonrasi
slipernatant 6rnegi 6. Santrifiij islemi sonrasi pelet 6rnegi
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Plazmid sistemlerinden biri olan saperon pKJE7 sisteminin 50 ml’lik kiiciik 6lgekli
tretimi  gergeklestirildikten sonra alinan ornekler SDS-PAGE goériintiisiinde analiz
edilmistir. Analiz sonucunda goriilen bantlar dnal, dnaK saperonlarimin tiretildigini
gostermistir. Ancak bantlar incelendiginde PEP enziminin ¢dziiniir formda tiretilmedigi

ve pelette var oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3.).

Saperon pKJE7 sistemi

70kDa —» dnaK 70 kDa

0kDa 4 dnal 40 kDa

25kDa —»

Sekil 4.3. PEP proteinin pKJE7 saperon plazmidlerle koekspresyonunun %12’lik SDS-
PAGE’de analizi. 1. Protein marker (Dual- Color prestained protein ladder), 2. 3. 4. 5. 6.
Kuyucuklar sirasiyla pKJE7 ve pET22b-PEP plazmidini tasiyan E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerinin 2. IPTG ile indiikleme Oncesi hiicre lizati, 3. IPTG ile indiikleme sonrasi
hiicre lizati, 4. Sonikasyon islemi sonrasi hiicre lizati, 5. Santrifiij islemi sonrasi
siipernatant 6rnegi 6. Santrifiij islemi sonras1 pelet 6rnegi
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Saperon pG-Tf2 sisteminin SDS-PAGE goriintiisii  incelendiginde GroEL ve tig
saperonunu igerdigi gozlenmistir. PEP enziminin pelette kaldigi ve ¢oziinlir formda

olmadig1 sonucuna varilmistir (Sekil 4.4.).

Saperon pG-Tf2 sistemi

GroEL 60 kDa
tig 56 kDa

Sekil 4.4. PEP proteinin pG-Tf2 saperon plazmidlerle koekspresyonunun %12’lik SDS-
PAGE’de analizi. 1. Protein marker (Dual- Color prestained protein ladder), 2. 3. 4. 5. 6.
Kuyucuklar sirasiyla pG-Tf2 ve pET22b-PEP plazmidini tasiyan E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerinin 2. IPTG ile indiikleme Oncesi hiicre lizati, 3. IPTG ile indiikleme sonrasi
hiicre lizati, 4. Sonikasyon islemi sonrasi hiicre lizati, 5. Santrifiij islemi sonrasi
siipernatant 6rnegi 6. Santrifiij islemi sonras1 pelet 6rnegi
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Sekil 4.5’de saperon pTf16 sisteminin 50 ml’lik kiiciik 6lgekli iiretimi sonucunda SDS-
PAGE goriintiisiinde olusan bantlarda sadece tig saperonunu firettigi sonucuna

varilmistir.  Uretilmek istenen PEP enzimine ait proteininin ise pelette oldugu

gozlenmistir.

Saperon pTf16 sistemi

(-
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Sekil 4.5. PEP proteinin pTfl6 saperon plazmidlerle koekspresyonunun %12’lik SDS-
PAGE’de analizi. 1. Protein marker (Dual- Color prestained protein ladder), 2. 3. 4. 5. 6.
Kuyucuklar sirasiyla pTfl6 ve pET22b-PEP plazmidini tasiyan E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerinin 2. IPTG ile indiikleme Oncesi hiicre lizati, 3. IPTG ile indiikleme sonrasi
hiicre lizati, 4. Sonikasyon islemi sonrasi hiicre lizati, 5. Santrifiij islemi sonrasi
stipernatant 6rnegi 6. Santrifiij islemi sonrasi pelet 6rnegi
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Saperon sistemlerinin 50 ml’lik kiigiik 6lgekli iiretim sonucunda elde edilen siipernatant
orneklerinin SDS-PAGE analizi asagida gosterilmistir. Bu jel goriintiisiinde saperon

pKJE?7 sisteminin PEP enziminin biiyiikliigiinde bantlar1 olusturdugu gézlenmistir (Sekil

4.6.).

1 2 3 4 5 6 7
OkDa | ‘.“‘_@a_"____» PEP 38 kDa
S0kDa —» | - : -
.- .
| ——
25kDa ___ ¢
——

Sekil 4.6. PEP proteinin saperon plazmidlerle koekspresyonunun %12’°lik SDS-PAGE’de
analizi. 1. Protein marker (Dual- Color prestained protein ladder), 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Kuyucuklar sirasiyla saperon plazmidleri ve pET22b-PEP plazmidini tasiyan E. coli
BL21 (DE3) hiicrelerinin 2. PEP enzimi santrifiij islemi sonrasi siipernatant 6rnegi, 3. pG-
KJE8 plazmidi santrifiij islemi sonrasi siipernatant 6rnegi, 4. pGro7 plazmidi santrifiij
islemi sonras1 slipernatant 6rnegi, 5. pKJE7 plazmidi santrifiij islemi sonrasi siipernatant
ornegi, 6. pG-Tf2 plazmidi santrifiij islemi sonrasi siipernatant 6rnegi, 7. pTf16 plazmidi
santrifiij islemi sonrasi siipernatant 6rnegi

4.2. Rekombinant Uretimi Gézlenen Saperon pKJE7 Sisteminin Uretilmesi

Yapilan SDS PAGE analizi sonucunda tez ¢alismasinda kullanilan bes saperon plazmid
sistemi igerisinde saperon pKJE7 sisteminin PEP enzimini irettigi gézlemlenmistir.
Uretici oldugu tespit edilen saperon pKJE7 plazmidi 4 mI’lik LB antibiyotikli tiiplere
inokiile edilip 37°C*de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Biiyiiyen hiicrelerden 6 ml
alimmis ve 600 ul L-arabinoz 600 ml’lik besiyerine aktarilmistir. ODsgoo: 0.6 oldugunda
IPTG ilave edilip indiiklenmistir. Indiikleme islemi yaklasik 3 saat boyunca devam
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etmistir. Indiikleme sonrasi hiicreler santrifiij edilerek toplanmis ve -20°C ‘de

saklanmustir.

4.3. Saperon pKJE7 Sisteminin Saflastirilmasi

Indiikleme sonras1 -20°C‘de saklanan hiicreler ¢ikarilip buz icerisinde soguk olmasi
saglanarak sonikatdr cihazi ile parcalama islemine tabi tutulmustur. Parcalanan hiicreler
30 000 rpm’de +4°C‘de 1 saat santrifiijlenerek hidrofobik hiicre materyallerinin
coktiiriilmesi saglanmistir. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant ve pelet kisimlarindan
ornekler alimip SDS-PAGE analizi i¢in baslik 3.2.10°de anlatildigi gibi o6rnekler
hazirlanmistir. Siipernatanta afinite kromatografisi yontemi uygulanmustir. Afinite
kromatografisinde kolon dolgu maddesi Ni-NTA agaroz rezindir. Saperon pKJE7
plazmidi kolondan imidazollii eliisyon tamponu kullanilarak alinmigtir. Elde edilen
eliisyon drneklerin SDS-PAGE analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen 9 ve
10 numarali eliisyon Orneklerinin PEP enziminin biiyiikliigiinde bantlar olusturdugu

gozlenmistir (Sekil 4.7.).

70kDa

50 ¥Da > —» PEP38kDa

25kDa ——»

Sekil 4.7. PEP proteinin saperon plazmidlerle koekspresyonunun %12’lik SDS-PAGE’de
analizi. 1. Protein marker (Dual- Color prestained protein ladder), 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.10.
Kuyucuklar sirastyla pKJE7 ve pET22b-PEP plazmidini tasiyan E. coli BL21 (DE3)
hiicrelerinin 2. IPTG ile indiikleme Oncesi hiicre lizati, 3. IPTG ile indiikleme sonrasi
hiicre lizati, 4. Sonikasyon islemi sonrasi hiicre lizati, 5. Ultrasantrifiij islemi sonrasi
slipernatant 6rnegi 6. Ultrasantrifiij islemi sonrasi pelet 6rnegi, 7. Load 6rnegi, 8. Wash
ornegi, 9,10. Eliisyon 6rnekleri
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4.4. Prolil Endopeptidaz Enziminin Aktivite Tayini

4.4.1. Spektrofotometrik Analiz

Protein miktar1 spektrofotometrik olarak 410 nm’de tespit edilebilen nitroanilini serbest
birakilan sentetik kromojenik peptit substrat (Z-Gly-Pro-pNA) kullanilmistir. Z-Gly-
Pro-pNA substratt 5 mM’lik bir ¢dzelti hazirlamak i¢in 60°C’de 1,4-dioksan (% 40)
icerisinde ¢oziindiriilmiistiir. Standart reaksiyon karigimi i¢in 1000 pl 0.1 M sitrat /
disodyum fosfat tamponu (pH:6), 100 pl saflastirilmis enzim ve 250 pl 5 mM Z-Gly- Pro-
PNA kullanilmistir (Edens ve ark., 2005). Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi igin
Michaelis- Menten grafikleri kullanilmistir. Bu amagla substrat konsantrasyonlari (20 ul,
25 ul, 30 ul, 35 ul, 40 ul) kullanilarak enzim aktivitesi 0l¢lilmiistiir. Daha sonra 1/V ye
kars1 ve 1/S grafikleri ¢izilip bu grafiklerden Km ve Vmax degerleri bulunmustur (Sekil
4.8.). Biitiin kinetik caligsmalar 30°C ve pH:6 tamponu kullanilarak yapilmistir (Senol,
2020). Yapilan hesaplamalar sonucu saniye cinsinden sirasiyla Vmax ve Km degerleri
0.0359 mM/s ve 2.06 mM bulunmustur. Dakika cinsinden hesaplandiginda Vmax ve Km
degerleri sirasiyla 2.16 U/mg ve 2,06 mM bulunmustur. Bu aktivite testi sonucunda 1 litre
bakteriyal kiiltiirden 0.5 mg/ml konsantrasyonunda toplamda 2.68 mg protein {iretilmis

ve prolil endoproteaz enziminin aktif oldugu gézlenmistir (Shettya ve ark., 2017).

3,5
y = 0,954x + 0,4628
3 R? = 0,9815
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
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Sekil 4.8. Farkl1 substrat konsantrasyonlar1 kullanilarak PEP enzimi i¢in ¢izilen
Michaelis-Menten grafigi
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Prolil endopeptidaz enzim aktiviteleri Edens ve arkadaslarinin (2005), yaptigi ¢alismada
410 nm’de tespit edilebilen nitroanilini serbest birakilan sentetik kromojenik peptit
substrat (Z-Gly-Pro-pNA) kullanilmistir. Z-Gly-Pro-pNA substratt 5 mM’lik bir ¢6zelti
hazirlamak igin 60°C’de 1,4-dioksan (%40) igerisinde ¢Oziindiriilmiistiir. Standart
reaksiyon karigimi i¢in 1000 pl 0.1 M sitrat/disodyum fosfat tamponu (pH:6), 100 ul
saflagtirllmis enzim ve 250 ul 5 mM Z-Gly-Pro-pNA bulunmustur. Km ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi igin Z-Gly-Pro-pNA konsantrasyonu 1 ila 10 Mm arasinda
degismesi disinda standart reaksiyon karistmi ve kosullart kullanilmistir. Bir prolil
endopeptidaz aktivitesi tahlil kosullar altinda dakikada 1 umol p-nitroanilidin salinimi

olarak tanimlanmistir (Shettya ve ark., 2017).
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5. TARTISMA VE SONUC

E. coli’de rekombinant protein ekspresyonu siklikla inkliizyon cisimcikleri olarak
adlandirilan ¢oziinmeyen agregat olusumuna neden olmaktadir. Rekombinant proteini
geri kazanmak i¢in yeniden katlama teknikleri uygulanabilir ancak hedefin biyolojik
aktivitesi bu islem sirasinda siklikla kaybolabilmektedir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in birkag
yaklasim olsa da saperon ile birlikte ekspresyon iyi bir secenek olabilmektedir.
Saperonlar yeni sentezlenmis proteinlerin kendi dogal hallerine katlanmasina yardimci
olurken dogal olmayan proteinlerin agiga c¢ikmasini Onlemek i¢in meydana gelen

hidrofobik olusumlardan da koruyabilmektedir (Anonim C, 2019).

Saperonlar, protein katlanmasina yardimci olmak ve hiicresel proteinleri, protein
agregasyonunu baskilayarak farkli gevresel stres tiirlerinden korumak igin kilit rol
oynayan bir grup proteindir. Ornegin, E. coli saperon GroEL normal biiyiime kosullarinda
ve % 30’unun stres kosullarinda yeni sentezlenen proteinlerin in vivo katlanmasinda rol
oynamaktadir. GroEL, toplanmaya egilimli katlama ara maddelerinin ilk yakalama
basamagiyla protein katlanmasina yardimci olmaktadir. Dogal saperonlar g¢esitli
proteinleri yeniden katlamak i¢in basariyla uygulanmistir (Vallejo ve Rinas, 2004). Bu
calismada pG-KJES8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2, pTfl6 olmak {izere toplam bes saperon
plazmid sistemi kullanilmigtir. Bu sistemler PEP enzimi ile birlikte iiretildiginde saperon
pKIJE7 sisteminin beklenilen biiyiikliikte PEP enziminin iiretilmesini sagladigi sonucuna

varilmistir.

Son zamanlarda, saperonlarin katlama sirasinda olusan agregatlardan yeniden katlanarak
rekombinant proteinlerin verimini artirabildigi bildirilmistir. Sonuglar saperonlarin hedef
proteinlerden sonra eksprese edildiginde de faydali olabilecegini gostermistir. Bu
sonuglar verim i¢in en uygun zamani segerek saperon etkisini en iist seviyeye ¢ikarma
konusunda aragtirmalara yoneltmistir. Tasarlanmis E. coli suslar1 ve burada sunulan iki
asamal1 prosediir, ¢esitli rekombinant proteinlerin ¢oziiniirliigiinde kayda deger bir artiga
yol agmistir ve biyoteknolojide iiretilen ¢ok ¢esitli hedef proteinlere uygulanmalidir. Bu

sonuglar saperonlarin asir1 iretilmesinin sadece test edilen rekombinant proteinlerin
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¢cozlnlrliigliintiin arttirilmastyla sinirlanmadigint ayrica dogal durumun kazanimini da

arttirdigini gostermektedir (Marco ve ark., 2007).

Jhamb ve Sahoo (2012), yapilan bu ¢alismada GroEL / GroES veya DnaK’nin birlikte
asir1 iiretilmesinin istenilen proteinin de in vivo katlanmasini tesvik ederek rekombinant
proteinlerin ¢oziiniirliigiinii ¢esitli sekillerde arttirdigini gostermistir (Sekil 2.5.). Bu
nedenle ksilanazin katlama islemini bir model protein olarak optimize etmek igin
molekiiler saperonlari kullanmak iyi bir strateji olmustur (Jhamb ve Sahoo, 2012).
Yapilan ¢aligmalarin sonucunda PEP enziminin rekombinant {iretimi sirasinda meydana
gelen inkliizyon cisimciklerinin olusumunu olabildigince azaltmak ve enzimin verimini
yiikseltmek icin saperon plazmid sistemlerini kullanmanin iyi bir tercih oldugu

gOriilmiistiir.

Shettya ve arkadaslar1 (2017), yapilan bu ¢alismada proline 6zgii PEP aktivitesine sahip
bir geni kodlayan Sphaerobacter termofiller ‘den 2064 bp’den olusan agik bir okuma
sekansini ortaya koymustur. Escherichia coli’de eskprese edildiginde genis bir pH
stabilitesi ve yiiksek sicaklik aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Enzim test ettigimiz
colyak aktif peptitleri dahil prolin atiklarini da pargalar. Boyle bir aktiviteye sahip oldugu

onaylanan birka¢ PEP enziminden biridir

Colyak hastaligina, bugday gluteninin sindirim {iriinlerine kars1 bagisiklik tepkisi neden
olmaktadir. Gluten yiiksek prolin icerigi nedeniyle tam olarak sindirilemez. Duyarl
kisilerde bazi gluten peptidleri bir T hiicresi tepkisini tetikleyerek ince bagirsakta
iltihaplanmaya neden olmaktadir. Hollanda’daki arastirma grubu ¢6lyak hastaligi igin
potansiyel bir tedavi olarak Aspergillus niger’den (AN-PEP) yeni kesfedilen bir prolil
endoproteazi degerlendirmislerdir. AN-PEP’in pepsin direnci, yiliksek katalitik oran
bozulmamis glutene karsi aktivite ve immiin uyarici peptidlere kars1 etkinligi onu ¢dlyak
hastaliginin tedavisinde oral AN-PEP destegini degerlendirmek i¢in klinik deneyler adina

umut verici bir aday haline gelmistir (Stepniak, 2006).
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Cogu proteinaz ve peptidaz prolin atiklarinda proteinleri parcalama yetenegine sahip
degildir (Walter ve ark., 1980). Daha once diger mikrobiyal veya memeli kaynaklarinda
rapor edilen PEP aktivitelerinin aksine, AN-PEP biiyiik protein molekiillerini hidroliz
etme yetenegine sahiptir (Edens ve ark., 2005). Bu nedenle PEP baska bir genis spesifisite
proteinaz aktivitesine sahip bir 6n hidroliz agamasina gerek olmadan saglam proteinleri
hidroliz etmek i¢in kullanilabilirken AN-PEP’in genis bir pH araliginda (pH 2-8) aktif
oldugu, 4.3-4.5’1ik bir optimal pH’a ve 50-55°C’lik bir optimum sicakliga sahip oldugu
bildirilmistir (Edens ve ark., 2009). Bir PEP’in temel olarak pargaladigi kisim prolin ve
hidroksi prolinin C-terminal tarafindadir ancak Ala kalintilarin1 da pargaladigi ifade
edilmistir (Edens ve ark., 2005).

Yaptigimiz bu ¢aligmada ekspresyon sistemi olarak prokaryot E. coli ekspresyon sistemi
kullanilmigtir.  Prokaryotik rekombinant ekspresyon sistemleri, kolaylikla kiiltiir
edilebilir, hizl1 hiicre tiremesi saglar ve basit saflastirma yontemlerine uygundur. Bu gibi
avantajlarindan dolayi tercih edilmektedirler (Chen, 2012). Fakat bu sistemler translasyon
sonrast baz1 modifikasyonlar1 gerceklestirmede yetersizdir. Bazen de iiretilen proteinlerin
bir¢ogu ¢oziinmeyen inkliizyon cisimcigi haline gelmektedir. Sonug olarak bu sekilde
islevsel aktif bir protein elde etmek zorlagsmaktadir (Miroux ve ark., 1996). Bu inkliizyon
cisimciklerinin olusumunu azaltip daha verimli ve ¢oziiniir formda iirlin elde etmek i¢in

giinlimiizde saperon plazmid sistemleri tercih edilmektedir (Aydin, 2017).

Yapilan bu tez ¢alismasinda saperon plazmid sistemlerinden bes tanesi kullanilarak PEP
enziminin rekombinant {liretimi sirasinda istenilen verimin elde edilmesi i¢in bazi
deneyler yapilmistir. Bu saperon sistemlerinin dncelikle 50 ml’lik kiigiik lgekli tiretimi
yapilarak hangisinin PEP enzimini iirettigi anlagilmaya ¢aligilmistir. Uretim sonucunda
kullanilan bu bes saperon sistemlerinden (pG-KJES8, pGro7, pKJE7, pG-Tf2, pTfl6)
yalnizca PKJE7 sisteminin PEP enziminin biiyiikliigiinde bantlar olusturdugu
gdzlenmistir. Bundan yola ¢ikilarak daha biiytik 6lcekli iiretim yapilarak aktivite tayini
icin testler uygulanmistir. PEP enziminin aktivite ¢aligmalar1 spektrofotometrik analiz
teknigi kullanilarak  gergeklestirilmistir.  Aktivite testi i¢in degisen substrat
konsantrasyonlarinda ve pH:6 tamponu kullanilarak yapilmistir (Senol, 2020). Substrat
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miktarlar; 5 mM Z-Gly-Pro-pNA substrat tan 20 ul, 25 ul, 30 ul, 35 pul ve 40 ul olacak
sekilde degisen substrat miktarlar1 kullanilmistir. Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi
i¢cin Michaelis-Menten grafikleri kullanilmistir. Daha sonra 1/V ye kars1 ve 1/S grafikleri
cizilip bu grafiklerden Km ve Vmax degerleri bulunmustur (Sekil 4.8.). Yapilan
hesaplamalar sonucu saniye cinsinden sirastyla Vmax ve Km degerleri 0.0359 mM/s ve
2.06 mM bulunmustur. Dakika cinsinden hesaplandiginda Vmax ve Km degerleri

sirasiyla 2.16 U/mg ve 2.06 mM bulunmustur.

Yapilan spektrofotometrik analiz ¢alismalart sonucunda tretilen PEP enziminin
ongoriildiigi sekilde tez galismasinda kullanilan saperon plazmid sistemlerinden biri olan
pKJE7 sisteminde 1 litre bakteriyal kiiltirden 0.5 mg/ml konsantrasyonunda toplamda
2.68 mg protein elde edilmis ve proteinin aktif oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen
sonuglardan rekombinant protein saflastirma siirecinde meydana gelen aktif olmayan
proteinlerin olusumuna neden olan inkliizyon cisimciklerin olusumunu azaltip daha
verimli protein elde etmek amaciyla saperon plazmid sistemleri avantajli bir segcenek

olarak goriilebilir.
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