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OZET

REKOMBINANT OLARAK ESCHERICHIA COLI ICERISINDE AKTIF TEN-
ELEVEN TRANSLOKASYON ENZiMi iFADESI VE SAFLASTIRILMASI

Ali PAMUK
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Hiilya CICEK
59 Sayfa, Ocak 2018

Son yillarda epigenetik iizerine yapilan arastirmalarin artmasi ve genetigin agiklamakta
yetersiz kaldigi konularin epigenetik ile ifade edilebilmesi, epigenetik mekanizmalarin
ortaya cikarilmasini zorunlu kilmistir. Yapilan epigenetik calismalar sonucunda,
epigenetik mekanizmalarin bozulmasinin bir¢gok norodejeneratif hastalik ve o6zellikle
kanser ile iligkili oldugu ortaya ¢ikmistir. En bilinen epigenetik mekanizmalarin baginda
DNA metilasyonu gelmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda DNA
demetilasyonunda gorevli TET (ten-eleven translokasyon) adi verilen protein ailesinin
varlig1r ortaya cikarilmigtir. Bu proteinlerin DNA metilasyonunu aktif olarak geri
cevirmesi yaninda olusturdugu metilsitozin tlirevleri araciligiyla epigenetik kontrol
mekanizmasint onemli bir sekilde etkiledigi gosterilmistir. Ancak TET proteinlerinin
oldukca kompleks olan epigenetik degisikliklere etki mekanizmast hala
aydinlatilamamistir. Proteinlerin kinetik davranisinin bu etki mekanizmalarindan biri
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu noktada ihtiya¢ duyulan en 6nemli araglardan biri,
TET proteinlerinin detayli kinetik ve mekanistik ¢aligmalar i¢in ¢ok miktarda aktif
olarak eldesidir. Bu calismamizda TET1 proteini katalitik bdlgesinin rekombinant

olarak E.coli bakterisi i¢erisinde eldesi ve aktif sekilde saflastirilmast amaglanmaistir.

Anahtar  Sézciikler:  5-metilsitozin, DNA  Demetilasyonu,  Epigenetik,
Rekombinant Protein Eldesi, TET Proteini.



ABSTRACT

EXPRESSION AND PURIFICATION OF RECOMBINANT ACTIVE TEN-
ELEVEN TRANSLOCATION ENZYME IN ESCHERICHIA COLI

Ali PAMUK
Master Thesis, Department of Medical Biochemistry
Supervisor: Associate Professor Dr. Hiilya CICEK
59 Pages, January 2018

Increasing research on epigenetics in recent years and the inability to explain some of
the subjects with genetically, have necessitated the uncovering of epigenetic
mechanisms. As a result of the epigenetic studies made, it has been found that the
deterioration of the epigenetic mechanisms is associated with many neurodegenerative
diseases and especially cancer. DNA methylation is one of the most common epigenetic
mechanisms. In recent years, studies have revealed the existence of a protein family
called TET (ten-eleven translocation), which is responsible for DNA demethylation.
These proteins have been shown to actively reverse DNA methylation and to
significantly affect the epigenetic control mechanism through the methylcytosine
derivatives they form. However, the mechanism of the TET proteins on the highly
complex epigenetic changes is still unclear. The kinetic behavior of proteins is thought
to be one of these mechanisms of action. One of the most important thing needed at this
point is the production of active TET proteins in a large amount in order to study kinetic
and mechanistic of TET proteins. In this study, it was aimed to purify the catalytic

domain of TET1 protein recombinantly and actively in E. Coli bacteria.

Key Words: 5-methylcytosine, DNA Demethylation, Epigenetics, Expression of

Recombinant Protein, TET Protein.



1. GIRIS ve AMAC

1.1. Epigenetigin Tamimi ve Tarihgesi

Bilim adamlar1 yillar boyu organizmalarin karakterini aragtirirken ¢evresel faktorler ile
genetik faktorleri kiyaslamis ve hangisinin baskin oldugu konusunda net bir ¢6ziim
onerisinde bulunamamuslardir. 1956 yilinda Conrad Waddington adli Ingiliz bilim
adam1 yayinladigi makalede aktarilan kazanilmig karakterlerde c¢evresel faktorlerin de
etkin oldugunu basartyla gostermistir(1). Yaptigi deneylerde belirli gevresel etkilere
maruz kalmis farelerin kazandiklar1 yeni karakterleri sonraki nesillere aktardigini
gozlemlemis ve bu fareleri de ayni c¢evresel faktorlere maruz birakarak bir sonraki
nesilde de aynmi karakterleri gozlemlemeyi basarmistir. Daha sonraki nesillerde o
karakteri etkileyen ¢evresel faktorler ortadan kalksa bile ayn1 karakter sonraki nesillere
basariyla aktarilabilmistir. Bu yeni karakter farenin genetigine basariyla kaydedilmistir
ve bu yonteme genetik asimilasyon adini vermistir. Bu cevresel etkiler acaba gen
seviyesinde bir mutasyona sebebiyet vermis olabilir miydi? Bu tabi ki miimkiin
olabilirdi ancak ¢ok kisa bir zamanda sadece birka¢ jenerasyon sonrasi bunun miimkiin
olmasi ve sadece birka¢ bireyde degil biitiin grupta ayni degisimi gdstermesi tabii ki
mutasyonla aciklanamayacak bir etkiydi. Iste bu tip cevresel etkilerle genetik yapida
herhangi bir degisiklik olmadan gen ifadesinin de§ismesi olayina epigenetik denir.
Epigenetik, genetik 6tesi anlamina gelir ki genetik yapinin degismemesine karsilik gen
ekspresyonundaki farkliliklar sonucunda ortaya ¢ikan yeni karakterlerin bir sonraki

nesillere aktarilmasina olanak tanir.

1.1.1. Epigenetigin Onemi

Epigenetik  faktorlerin DNA {izerinde degisiklige sebebiyet vermeden gen
ekspresyonunda meydana getirdigi degisiklikler ve bu degisiklikler sonucunda ortaya
cikan karakterlerin sonraki nesillere aktarildigi géz Oniine alindiginda epigenetigin ne
kadar onemli oldugu rahatlikla anlasilabilir. Ancak bunun da 6tesinde son yillarda
yapilan arastirmalarda epigenetik mekanizmalardaki bozulmalarin gesitli hastaliklara
neden oldugu ve 6zellikle norodejeneratif hastaliklar ve kanser ile olan iligkisi dikkat
cekmektedir (2,3,4). Bu agidan da epigenetik mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi
ve elde edilen bilgiler sonucunda artan kanser vakalarinin azaltilmasi ve hatta

kemoterapi ve radyoterapi gibi hastalarda agir hasarlar birakan tedavi metodlarina



alternatif yontem olarak kullanilabilmesi epigenetik ¢alismalarin en biiyilk motivasyon

kaynagidir.

1.1.2. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar karmasik bir takim molekiiler olaylar sonucunda bazi genlerin
susturulup, bazilarmin aktivasyonuna dayanir. Insan genomunun sadece %]1,5’i protein
kodlayan genlerden meydana gelir ki bu da yaklasik 25000 gen oldugu anlamina gelir
(5). Bu 25000 gen miikemmel bir uyum igerisinde belirli zamanlarda ve belirli
hiicrelerde ifade edilmelidirler. Genlerin c¢alismasindaki bu miikemmel uyum, iyi bir
miizik dinletisinin ortaya ¢ikmasi i¢in, dogru zamanda dogru enstriimanin ¢almasini

saglayan bir orkestra sefine benzetilebilir.

Epigenetik mekanizmalar gen ifadesini dogrudan ve dolayli yonden etkileyen
mekanizmalar olarak ikiye ayrilirlar. Dolayli yoldan gen ifadesini kontrol eden
mekanizmalar genellikle noncoding RNA’nin (siRNA, miRNA vb.) mRNA’y1
etkileyerek protein sentezini engellemesini icerir. Dogrudan gen ifadesini kontrol eden
mekanizmalar ise histon proteinlerindeki ve DNA diizeyindeki modifikasyonlar olmak
iizere ikiye ayrilir (6). Bu mekanizmalarin da Gtesinde gen ifadesini etkileyen cevresel
bir takim etkilerden de s6z edebiliriz. Bunlar arasinda yetersiz beslenme iizerinde
calisilan konularin basinda gelir. Yetersiz beslenme sonucu, DNA ve histon
metilasyonu icin gerekli olan metil grubunun yeteri kadar alinamamasi nedeniyle

olusabilecek hipometilasyon sonucunda gen ifadesinde bozukluk meydana gelebilir (7).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gen Ifadesini Dogrudan Etkileyen Mekanizmalar

2.1.1 Histon Modifikasyonlar:

DNA’nin sarip sarmalanarak paketlenmesini saglayan histon proteinleri birtakim
posttranslasyonel modifikasyonlara ugrayabilir. Bu modifikasyonlar arasinda en
onemlileri; Histon asetilasyonu ve histon metilasyonu sayilabilir (8). Histon
asetiltransferazlar (HAT), histon proteinlerinin asetillenmesinde gorev alirken, Histon
metil transferazlar (HMT), histon proteinlerinin metillenmesinden sorumludur. Histon
proteinlerinde gerceklesen bu posttranslasyonel modifikasyonlar lizin rezidiilerinin
asetillenmesi ve/veya metillenmesi seklinde meydana gelir. Bu modifikasyonlar
sonucunda kromatin yap1 gevseyerek ya da sikilagarak gen ifadesinin kontrol edilmesine
olanak saglar. Histon proteinlerinin asetillenmesi kromatin yapiy1r gevseterek gen
ekspresyonunu aktiflestirirken, deasetilasyon ise kromatin yapinin tekrar siki formuna
gecerek gen ifadesinin susturulmasi anlamima gelir. Histon proteinlerindeki lizin
rezidiilerinin metillenmesi ise metillenmenin gerceklestigi bolgeye gore kromatin
yapiin sikilasmasini ya da gevsemesini saglayarak gen ifadesinin aktiflestirilmesini

veya susturulmasini saglayabilir.

2.1.2. DNA Modifikasyonlar1

2.1.2.1. DNA Metilasyonu

En iyi bilinen epigenetik mekanizmalarin basinda metilasyon gelir. Metilasyon aslinda
gen ekspresyonunu diizenleyen geri doniisiimlii kimyasal bir olaydir ve hem DNA’ya
hem de Histon proteinlerine metil grubu takilmasi ile gen ifadesine etki eder (9, 10).
DNA iizerindeki metilasyon, DNA Metiltransferaz (DNMTs) denilen enzim ailesi
tarafindan genom igerisindeki sitozinin 5 pozisyonundaki karbon atomunun
metillenerek 5-metilsitozinin (5-mC) olusmas1 olayidir. Bu reaksiyonda metil grubu S-
Adenozilmetiyonin (SAM) ad1 verilen modife bir amino asit tarafindan karsilanir ve 5
pozisyonundaki karbona kovalent baglanarak DNA modifiye edilmis olur (11). DNA
metilasyonu bitkilerde ve omurgalilarda yaygin olarak goriilen bir modifikasyondur.
DNA metilasyonun gerceklesebilmesi i¢in ii¢ ¢esit DNMTs’a (DNMT1, DNMT3a ve
DNMT3b) ihtiya¢ vardir (12). DNMTI1 kurulmus DNA metilasyon patternleri

bakimindan yani yar1 metillenmis DNA’larin ve DNA replikasyonu ile olusan yeni



sarmalin eski sarmala gore metillenmesinden sorumlu iken, DNMT3a ve DNMT3b
metillenmemis CpG diniikleotidlerini metilleyerek yeni ya da de Novo DNA patternlari

kurmaktan sorumludur.

SAM
NH, (SAH-CH3) SAH NH,

1% N A HSC\LAA

Sekil 2.1. DNA {izerindeki metilasyon (www.aginganddisease.org sitesinden alinmistir)

Insan Genomik DNA’sinin yaklasik %3-5°i metilsitozin bazindan olustugu icin 5-mC
¢ogu zaman besinci baz olarak da adlandirilir. Somatik hiicrelerde, 5-mC genellikle
CpG adaciklart denilen sitozin niikleotidi ile guanidine niikleotidinin yogun olarak
yanyana bulundugu bolgelerde meydana gelir (13, 14). CpG adaciklar1 genelde 1000-
2000 baz gifti uzunlugunda ve cogu zaman genlerin promotor bdlgeleri yakininda
meydana gelirler. Bu genellemeden farkli olarak, embryonik kok hiicrelerdeki CpG
bolgeleri disinda da &nemli miktarlarda 5-mC tespit edilmistir. insan genomu
metillenmis ya da metillenmemis halde yaklasik 30 milyon CpG diniikleotidi barindirir
(15). Genel olarak genomik DNA’daki cogu CpG bdlgeleri yogun bir sekilde
metillenmis bir halde bulunmaktadir. Bunun yaninda normal somatik hiicrelerin
promotor bolgelerine yakin germ-line dokulardaki CpG adaciklarinin metillenmeden
kalmasi gen ekspresyonuna olanak tanir (14). Bir genin promotor bolgesindeki CpG
adaciklarinin metillenmesi gen ekpresyonun baskilanarak susturulmasi anlamina gelir ki
DNA metilasyonu ile 6zellikle dokuya 6zel genlerin susturularak bu genlerin yanlig
dokularda ekspre olmasi engellenmis olur (14). Hiicrelerin farkli dokularda farkli
gorevler istlenmesi ve bu dokulardaki bazi genlerin susturulup bazilarmin aktive

edilmesi bu yontemle olmaktadir.

2.1.2.2. DNA Demetilasyonu
DNA metilasyonunun mekanizmas1 hakkinda detayli caligmalar sayesinde yeterli

bilgiye sahipken, bu olaymn geri donilisimii olan demetilasyon (metil grubunun



uzaklastirilmasi) hakkinda son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda bir takim bilgiye
ancak ulagilabilmigtir. DNA demetilasyonunu, pasif ve aktif DNA demetilasyonu olarak
ikiye ayirabiliriz (9). Bunlardan pasif demetilasyon, DNA replikasyonu sirasinda yeni
olusan DNA’nin metillenerek DNA’daki 5-mC oranin1 korumaktan sorumlu olan DNA
metiltransferazlarin (DNMT1) pasifleserek, metillenmis DNA niiklotid oraninin
seyreltilmesi ile meydana gelir. Aktif demetilasyon ise, bir ya da birden fazla enzim
kullanilarak 5-mC’in farkli mekanizmalarla farkli molekiillere doniistiiriilerek metil
grubunun uzaklastirilmast ile gerceklesir. Pasif demetilasyon mekanizmasi aktif
demetilasyon mekanizmasina gore daha basit ve sade iken, aktif demetilasyondaki metil
grubunun fizyolojik sartlar altinda, kimyasal olarak kararli olan C-C kovalent baginin
nasil kirildiginin  agiklanmasi mekanizmasinin  ne kadar komplike oldugunu

gostermektedir.

2009 yilinda Science dergisinde yaymnlanan bir makalede TET (Ten-Eleven-
Translokasyon) protein ailesi olarak adlandirilan ve 3 proteinden olusan (TET 1-2-3)
TET enzimlerinin hem Kkiiltiir hiicrelerinde hem de laboratuvar sartlarinda 5-mC’i 5-
hidroksimetilsitozin’e (5-hmC) ¢evirdigi gosterilmistir (16). Bu c¢alisma, DNA
demetilasyon mekanizma arastirmalari alaninda bir¢ok yeni ¢alismanin 6niinii agmustir.
Bu caligmalar sonucunda, TET enzimlerinin o-ketoglutarat ve demir +2 iyonunu
kofaktor olarak kullanan dioksijenazlar ailesine ait bir enzim grubundan oldugu
anlagilmistir. TET enzimleri varliginda ardi ardina gergeklesen 3 oksidasyon reaksiyonu
ile 5-mC once 5-hmC’e daha sonra ise 5-formilsitozin (5-fC) ara {irlinlinden 5-
karboksisitozine (5-caC) ¢evrilmektedir (9,17). Olusan ara iiriinlerden 5-fC ve 5-caC,
timin DNA glikozilaz (TDG) enzimi varliginda BER (base eksizyon repair) DNA tamir
yolagi ile tekrar sitozine doniistiiriilerek 5-mC’in aktif demetilasyonu basaril bir sekilde

gerceklestirilmis olur.

2.2. DNA Metilasyonunda Anormallikler ve iliskili Hastaliklar

2.2.1 Epigenetik ve Kanser

Ideal bir tedavi ydntemi bulmak igin ugrasilan kanser cok eski zamanlardan beri var
olan ve hiicrelerin anormal biiylimesi ile iligkili bir hastaliktir. T1p alanindaki teknolojik
gelismelere ve tedavi metodlarinin yayginlasmasina ragmen, kanser tedavisi i¢in ideal
bir yontem hala bulunamamistir. Bu yontemler arasinda olan cerrahi yontemler ile

olusan tiimorlerin  alimmast saglansa bile tiimorlerin  hepsinin  tam olarak



temizlendiginden emin olunamamaktadir (18). Kemoterapi uygulamalar1 ise sadece
timorlii hiicrelerin degil saglikli hiicrelerin de gelisimini durdurdugu ya da 6liimiine
sebebiyet verdigi icin ideal bir yontem degildir. Epigenetik ile kanser arasinda bir iligki
oldugunun ortaya ¢ikmasi ve kanser tedavisinde etkli bir yontemin olmayisi, epigenetik
caligmalarin yayginlagsmasina ve kansere neden olan epigenetik mekanizmalarinin

aragtirtlmasina agirlik verilmistir.

Epigenetik hatalar sonucunda kanserle iliskili olan genlerin ifadelerinde meydana gelen
degisiklikler, bu genlerin ya susturulmasina ya da asir1 aktivite gostermesine neden
olarak kanser gelisimine sebep olurlar (20). Hipermetilasyon ve hipometilasyon
kanserle iligkili olan epigenetik bozukluklarin baginda gelmektedir. Hipermetilasyonda
DNA normalden fazla metilasyona ugrayarak, ozellikle tumor baskilayic1 genlerin
susturulmast ile kanser olusumuna sebebiyet verirken, hipometilasyonda ise
onkogenlerin aktivasyonu sonucu kanser olusumu gozlenir. Hipermetilasyon daha ¢ok
CpG adaciklarinda ve promotor boélgelerde goriiliirken, hipometilasyona ozellikle
transkripsiyon kontrol sekanslarinda daha sik rastlanir. Aslinda kanserli hastalarda
genomun genelinde hipermetilasyondan c¢ok hipometilasyona rastlanir ki bu da
hipermetilasyonun genomun spesifik yerlerinde, hipometilasyonun ise genomun

genelinde daha baskin oldugu anlamina gelir (21).

Yapilan aragtirmalar sonucunda, meme, karaciger akciger, pankreas ve prostat kanserli
hastalardaki 5-hmC miktarinin normal insanlarinkine gore ¢ok daha diisiik seviyelerde
oldugunu anlasilmistir. Bu bulguyla oOrtlislir nitelikte, 5-hmC seviyesi diisiik olan
kanserli hastalarda TET gen ekspresyonu da diistik ¢ikmistir. TET2 geninin mutasyona
ugramasi sonucunda da TET2 geni susturulmus ve 5-hmC seviyesinde belirgin diisiisler

gozlenmistir (17).

Yapilan bu calismalar epigenetik markirlarin kanserin tedavisi yaninda teshisi i¢in de
kullanilabilecegini gostermistir. Ozellikle promotor bolgelerdeki hipermetilasyon
seviyesi ve global genomik DNA hipometilasyon miktar1 kanserlesmis ya da heniiz
kanserlesmemis  hiicreleri  teshis etmede Onemli bir parametre olarak

kullanilabilmektedir.



2.2.2. Epigenetik ve Diyabet

Diyabet pankreastan salgilanan insulin miktarina ve/veya etkisine bagl hiperglisemi ile
karakterize metabolik bir hastaliktir. Tip 1, Tip 2 ve gestasyonel diyabet gibi ¢esitleri
vardir. Diyabetli hastalarin biiylik cogunlugu Tip 1 ve Tip 2 diyabetli hastalardir. Tip 1
diyabet genetik faktorlere bagli olarak insulin hormonunun salgilandigi pankreas B
hiicrelerinin otoimmiin yikimlar1 sonucunda ortaya c¢ikan insulin yetersizligine bagh
diyabet ¢esididir. Tip 2 diyabet ise daha ¢ok sonradan ortaya ¢ikan ve genelde beslenme
aliskanliklar, yetersiz egzersiz, yasalanma, stres, kullanilan ilaglar, hiperlipidemi,
hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik dykiisii gibi risk faktorlerini barindiran diyabet

cesididir (22).

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de her gegen yil diyabetik hasta sayisi
artmaktadir. Diyabetin hem yasam kalitesini ciddi anlamda diisiirmesi hem de yiiksek
maliyet iceren tedavisi yeni arastirmalarin oniinii agmistir. Daha once bahsedildigi gibi
diyabetin hem genetik faktorlerle hem de c¢evresel faktorlerle iligki bir hastalik olmasi,

bu mekanizmalarin epigenetik modifikasyonlar ile olabilecegini gostermistir.

Epigenetik ile diyabet arasindaki iliskiyi ve ozellikle de DNA metilasyonu ile olan
iligkisini gosteren ¢alismalar son yillarda giderek artmaktadir. Bu calismalardan bir
tanesinde, Stefan M. ve arkadaslari monozigot dokuz ayri ikiz c¢iftinin lenfosit
hiicrelerinin DNA metilasyon haritasin1 ¢ikararak Tip 1 diyabet ile olan iliskisini
incelemislerdir. Bu deneyler sonucunda, saglikli monozigot bireylerle, Tip 1 diyabet
olan monozigot bireyler arasinda 88 CpG bolgesinde metilasyon farkliliklar1 tespit
etmislerdir (23). Yapilan bir diger ¢aligmada ise, Volkmar M. ve arkadaslari, Tip 2
diyabet hastalarinin diyabete sebep olan pankreatik adaciklarinin DNA metilasyon
haritas1 ¢ikarilip saglikli kisilerinki ile karsilagtirilmistir. Calisma sonunda 254 genin
promotor bolgelerindeki 276 CpG adaciklari incelenmis ve saglikli bireylerle diyabetli

bireyler arasinda anlamli metilasyon degisiklikleri tespit edilmistir (24).

2.2.3 Epigenetik ve Alzheimer

Son yillarda 6nem kazanan ve bir¢cok hastalikla iligkili oldugu anlasilan epigenetik
modifikasyonlarin nérodejeneratif hastaliklarla da iligkili oldugu yapilan arastirmalarda
ortaya konmustur (4,19). Norodejeneratif hastaliklar, noronlarin yap1 ve

fonksiyonlarmmin  bozulmasi sonucunda dSliimlerinin  gerceklestigi  hastaliklardir.



Alzheimer, Parkinson ve Huntington noérodejeneratif hastaliklara Ornek olarak

verilebilir.

Alzheimer Hastalig1 (AD) en yaygin bunama hastaligi olup 65 yas iistiinde %11, 85 yas
ve istiinde ise %32 oraninda goriilmektedir (25). Genel belirtileri arasinda giderek artan
yeni Ogrenilen seyleri hatirlama zorlugu olarak karsimiza cikmaktadir. ilerleyen
vakalarda 6liimcil olabilen bu hastalik, Amerika’da 6lim nedenleri arasinda altinci
sirada gelmektedir. Alzheimer’a sebep olan etkenler hala net olarak ortaya konamazken,
tedavi icin Onerilen net bir yontem de ne yazik ki bulunmamaktadir. DNA metilasyonu
ile Alzheimer hastalifinin arastirildigr ¢aligmalar ikiye ayrilir. Bunlardan birincisi
global DNA metilasyon modifikasyonlar1 ve ikincisi ise gen spesifik DNA metilasyon
modifikasyonlaridir. Alzheimer hastalarimin global DNA metilasyon
modifikasyonlariin normal bireylerdekine nazaran ¢ok diislik oldugu bir ¢ok caligmada
ortaya konmustur. Bu sonu¢ benzer sekilde diger bir ¢cok hastalikta da oldugu gibi
global hipometilasyon olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Arastirmacilar ayni zamanda
Alzheimer’la iligkili olan bircok gen {iizerinde de metilasyon modifikasyonlarini
aragtirmaktadirlar. Bu calismalarda daha ¢ok gen expresyonunun DNA metilasyonu ile
kontrol edildigi promotor bdlgeleri lizerinde c¢alismislardir. Gen spesifik DNA

metilasyon ¢alismalarinda herhangi bir hipermetilasyona rastlanilimamaistir (25).

2.3. TET Enzimleri ve Yeni Epigenetik isaretler

TET protein ailesi (TET1, TET2, TET3) a-ketoglutarat ve demir +2 iyonunu kofaktor
olarak kullanan dioksijenazlar grubundandir ve hem in vivo hem in vitro ortamlarda 5-
mC’1 5-hmC {iizerinden tekrar sitozine ¢evirebilen enzimlerdir. Demir baglayan katalitik
alt birimin yaninda TET1 ve TET3, CXXC bolgesine de sahiptir. Bu bolge TETI1 ve
TET3’iin DNA’ya baglanma bdlgesi olarak iglev goriir. TET proteinleri dokuya 6zgii
expresyon Ozelligi igerirler. TET1 agirlikli olarak Embriyonik kok hiicrelerinde ifade
edilirken, TET2 ve TET3 her yerde ifade edilebilen proteinlerdir. flging bir sekilde 5-
mC seviyesi genel olarak sabit iken 5-hmC yogunlugu beynin belirli hiicre tiplerinde en
fazla olmak tizere dokular arasinda farkliliklar gosterir. Yine 5-hmC embriyonik kok
hiicrelerde fazla iken farklilagma zamaninda seviyesi diiser. 5-hmC’e benzer sekilde 5-
mC de gen cisimciklerinde yogun bir sekilde bulunur. Bunun yaninda 5-mC ve 5-
hmC’in farkli yogunluklarda bulunduklar1 yerler de gozlemlenmistir. 5-hmC

tekrarlayan bolgeler olan heterokromatik bolgelerde nadiren bulunur ki bu bdlgeler
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yogun 5-mC miktarlart ile bilinirler. Yine benzer sekilde bu sefer 5-hmC promotor
bolgelerde bol miktarda bulunurken, 5-mC bu bolgelerde neredeyse tiikenmis haldedir
(27). Bu ornekler gosteriyor ki, demetilasyonda gorevli enzimler olan TET enzimlerinin
katalizledigi ve ii¢ basamakla olusan ara iiriinlerden 6zellikle 5-mC ve 5-hmC’in tek
baslarina birer epigenetik isaret olma ihtimalleri oldukca fazladir. Bu arastirmalarin
birinde, Christine Guo Lian ve arkadaglar1 5-hmC seviyesindeki diislisiin Melanom igin

onemli bir epigenetik isaret oldugunu gostermislerdir (28).

2.3.1 TET Enzimlerinin Vitamin C ile Regiilasyonu

Askorbik asit ya da vitamin C demire bagimli olmayan dioksijenazlarda aktif demir +2
durumunu koruyan indirgeyici ajan olarak bilinmektedir (29). Bunun yaninda vitamin C
in vitro TET oksidatif reaksiyonlarda da demir indirgeyici olmasma ragmen TET
aktivitesi icin gerekli degildir. Ancak yapilan arastirmalarda C vitamininin TET
enzimlerinin oksidasyon aktivitelerini ve dolayisi ile DNA demetilasyonunu arttirdigini
gostermistir (30). Diger indirgeyici ajanlar olan DTT ve glutatiyon boyle bir etki
gostermemistir. Biyokimyasal arastirmalar vitamin C’nin segici olarak fare TET2
katalitik domainin C terminali ile etkileserek TET1 aktivitesini allosterik olarak

etkileyebilecegini onermistir (17).

2.4. Enzimler ve Enzim Kinetigini Etkileyen Faktorler

Enzimler canli organizmalarda meydana gelen biyokimyasal olaylar1 hizlandiran ve
¢ogu zaman protein yapidaki biyolojik katalizorlerdir (31). Hiicre icerisinde meydana
gelen hemen hemen biitlin metabolik siiregler enzime ihtiya¢ duyarlar. Enzimlerin
Ozglnliigii kendilerine 6zgi tli¢ boyutlu yapilarindan kaynaklanmaktadir. Enzimin etki
ettigi maddeye substrat ve substratin enzime baglandig1 bolgeye de aktif merkez adi
verilir. Enzimlerin ¢ok azi tek baslarina aktivite gosterirlerken, bir cogu aktivite
gosterebilmelerine olanak saglayan essiz {i¢ boyutlu yapilarina ancak bagka molekiillere
baglanarak ulagirlar. Genellikle metal iyonlar1 (Cu+2, Fe+2, Zn+2 ve Mg+2 gibi) olan
bu molekiillere kofaktdr denir.

Enzim reaksiyon hizim1 etkileyen bazi faktorler vardir. Ortamda yeterli miktarda
substrat bulunmasi halinde enzim konsantrasyonun artmasi reaksiyon hizini arttirir.
Ayni sekilde, enzim konsantrasyonu sabit iken artan substrat konsantrasyonu da
enzimin tamamini enzim — substrat kompleksi olusturana kadar reaksiyon hizini arttirir.

Sicaklik artis1 da genel olarak reaksiyon hizini arttiran faktorler arasindadir. Yalniz

11



belirli bir sicaklik artisindan sonra protein yapidaki enzimin denatiirasyonu séz konusu
olacag1 i¢in her bir enzimin reaksiyon hizinin maksimum oldugu bir optimum sicaklik
vardir. Ortamin pH’1 da reaksiyon hizin1 etkileyen faktdrlerdendir. Aynen sicaklik
faktoriinde oldugu gibi herbir enzim i¢in optimum pH vardir. Bu pH degerinin altinda

veya iistiinde enzim reaksiyon hizi azalma gosterir.

Enzimatik reaksiyonlarin sartlarini degistirerek reaksiyon hizina etkisinin incelendigi
bilime enzim kinetigi denir (32). Yapilan enzimatik ¢aligmalar sonucunda enzimin
katalitik mekanizmasi, metabolizmadaki rolii, aktivitesi ve enzimin nasil inhibisyona
ugratilacagi hakkinda bilgiler elde edilebilir. Enzim inhibisyonu i¢in en ¢ok tercih
edilen yontemlerden birisi, enzimin yapisini bozmadan substrata benzeyen ve enzimin
aktif bolgesine baglanan bir molekiiliin substrat ile yarigmali olarak enzime baglandigi
ve enzimin aktivasyonun engellendigi yontemdir. Bu yiizden bu yonteme yarismali
inhibisyon ‘competitive inhibition’ denmistir. Bir diger inhibisyon ¢esidi ise geri
beslemeli inhibisyon ‘feedback inhibition’ dur. Bu yontemde inhibitor ile substratin
yapilarmin benzer olmasi gerekmemektedir. Inhibitdr enzimde substratin baglandig
aktif merkez yerine ikinci bir baglanma bolgesine baglanarak enzimin 3 boyutlu
yapisinin bozulmasini saglayarak substratin enzime baglanmasini engeller. Ilaglarin
cogu enzimlerin aktivitelerini diigiiren birer inhibitdrdiir (33). Bu agidan da enzim
kinetigi ve mekanizmasi ile ilgili calismalar yeni ilag kesfi gibi konularda yol

gostericidir.

2.4.1 TET Enzimlerinin Mekanizma ve Kinetiklerinin Incelenmesinin Onemi

TET proteinlerinin islevinin bulunmasi sonucunda aktif DNA demetilasyonu hakkinda
yeni ve onemli bilgiler edindik. Her ne kadar bu konuda yapilan ilk ¢alismalarda 5-
hidroksimetilsitozinin, oksidatif demetilasyon siirecinde sadece bir ara iirlin oldugu
sanilsa da, bu yeni modifiye baz 6zellikle mitoz-sonrasi noronal Purkinje hiicrelerinde
neredeyse S-metilsitozin seviyesinin %50’si oraninda bulunmustur (14, 34). Embriyonik
kok hiicrelerde de 5-hidroksimetilsitozin yiiksek seviyelerde tespit edilmistir (35). Yeni
arastirmalar bagka hiicre ¢esitlerinde de 5-hidroksimetilsitozin oranlarmin yiiksekligini
gostermektedir. Bu ¢aligmalar, 5-hidroksimetilsitozinin sadece bir ara {iriin olmayip
epigenetik dlizenlemede rol oynayan ve 6. baz olarak da isimlendirilebilecek 6nemli bir

molekiil oldugunu gostermektedir (36). Bunun yaninda diger oksidatif iirlinler 5-
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formilsitozin ve 5-karboksilsitozin de bircok hiicrede tesbiti yapilabilecek diizeylerde

gozlemlenmistir (26).

Bu caligmalar 1s18inda, modifiye sitozin tiirevlerinin insan genomundaki varligiyla
epigenetik acidan Onemli fizyolojik olaylarin diizenlenmesine yardimci oldugu
diisiiniilmektir (14). Bu agidan, 5-metilsitozinin TET proteinleri tarafindan
demetilasyonunun ayrintili  biyokimyasal ve kinetik mekanizmasi, fizyolojik
kosullardaki substrat ve oksijen konsantrasyonlarinda enzimin kinetik olarak nasil
isledigi, isleme tabii tutulan 3 substratin protein tarafindan secicilikleri gibi bilgiler bu
epigenetik regiilasyonun daha ayrintili bilinmesi agisindan 6nemlidir. Ayrica tek bir
enzimin hangi mekanizmayla ayni substrati 3 kere oksidasyona tabi tuttugu, hangi
iirliinlin nasil ve hangi asamada biriktirilerek hiicre i¢i derisiminin artirildigi, goreceli
irin miktarlarinin nasil regiile edildigi de cevaplanmasi gereken Onemli sorular
arasindadir. Bu sorularin yanitlanmast in vivo ¢alismalarin yaninda, saflastirilmis enzim
ile ¢oOzelti icerisinde detayli mekanistik ve kinetik c¢aligmalarin  yapilmasi
gerekmektedir. Enzimoloji teknikleri kullanilarak yapilacak bu caligsmalar yiiksek
miktarda aktif protein eldesini gerektirmektedir. Su ana kadar yapilan caligmalar
genellikle TET enzimlerinin eldesi i¢in rekombinant memeli ekspresyon sistemlerini
kullanmistir (35, 37). Bu sistemler her ne kadar uygun aktiflikte enzim olustursa da
miktar olarak yeterli degildir. Bakteriyel rekombinant ekspresyon sistemleri ise yliksek
miktarda protein eldesine olanak vermekle beraber, aktif protein eldesi icin bazi
parametrelerin optimizasyonunu gerektirmektedir. Bu tezin amaci, TET proteininin

rekombinant olarak E. Coli igerisinde ifadesi ve saflastiriimasidir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Protein Eldesi icin Gen Dizaym

Rekombinant protein eldesi ve saflagtirilmasi islemlerinde en 6nemli basamaklardan bir
tanesi de konak hiicre ve buna uygun vektor se¢imidir. Arastirma konumuz olan TET1-
CD proteinini rekombinant olarak iiretebilmek i¢in faredeki TET proteinin katalitik
kismin1 kodlayan DNA dizisi (1367-2039 nolu amino asitler) E.coli bakterisine gore
kodon optimizasyonu yapilarak Genscript firmasindan pET28 vektorii igerisine
konulmus sekilde hazir olarak alindi. Toz halinde kurutulmus olarak elimize ulasan
plazmid DNA’s1, steril ultra saf suda silispansiye edilerek ¢oziilmiistiir. TET1 geninin
pET28 plazmidi igerisinde ekspresyonu yaninda SUMO vektorii igerisine konulmus

formu da SUMO-TET]1 fiizyon protein ekspresyonu i¢in kullanilmistir.

3.2. LB-Agar Tabag1 Hazirlanmasi

LB laboratuvar ortaminda bakteri kiiltiirii hazirlamak igin yaygin olarak kullanilan
besince zengin bir medyadir. LB’ye agar eklemek, bakterilerin {izerinde biiyiirken agari
sindirmeden sadece icerisindeki LB ile beslenebilecegi bir jel ortami olusmasina olanak
saglar. Bu jele kanamaysin antibiyotiginin eklenmesi ise sadece kanamaysin direnci
olan bakterilerin iiremesine ve kontaminasyon sonucu olusabilecek herhangi bagka bir

bakteri kolonisinin biiyiimesini engelleyecektir.

LB-agar tabagi hazirlamak i¢in 6nceden karistirilmis LB agar toz karigimi (5 gr NaCl, 5
gr tripton, 2.5 gr maya ve 7.5 gr agar) ile 500 ml distile su bir erlenmayer flask
icerisinde karistirilir. Karigimin tamaminin ¢éziilmesi sart degildir. Ancak otoklavlama
sirasinda cam {iizerinde kalan tozlar karamelize olabilir. Daha sonra erlenmayer flaskin
agz1 aluminyum folyo ile kapatilip, otoklav bandi ile etiketlenir ve 20 dk. kadar sivi
otoklav ayarinda otoklavlanir. Otoklavdan alinan ¢ozelti yaklagik 50 C’ye kadar
sogumasi beklenir ve 500 ul kadar kanamaysin eklemesi yapildiktan sonra steril bir
ortamda ve alev altinda herbir tabaga yaklasik 20 ml ¢ozelti dokiiliir. Tabaklarin
kapaklar1 kapatilip jellesene kadar yaklasik 45 dakika bekletilir. Daha sonra tabaklar
ters cevrilip birka¢ saat daha bekledikten sonra tabaklar etiketlenip parafilm ile

kapatildiktan 4 C’de saklanir.
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3.3. Kompetent Hiicre Hazirlanmasi ve Transformasyon

E.coli (BL21DE3) bakteri hiicreleri kimyasal olarak kompetent hale getirmek igin
oncelikle LB-agar petri tabagi lizerine yayilarak 37 C de hiicreler gece boyu biiyiitiildii.
Daha sonra agar tabagindaki bakteri kolonilerinden homojenligi saglamak i¢in tek bir
koloni dikkatlice secildi ve 50 ml’lik falkon tiip igerisindeki 5 ml LB (Luria Bertani)
cozeltisi igerisine konuldu. 37 C de gece boyu inkiibasyona birakilan hiicreler daha
sonra 10 dakika kadar buz tizerinde tutuldu ve santrifiij edilerek hiicrelerin ¢oktiiriilmesi
saglandi. Siipernatan atildi ve hiicreler tekrar 10 ml’lik 0.1M CaCl ¢ozeltisi ile
sispansiye edildi. Siispansiye edilen hiicreler 20 dakika kadar daha buz {izerinde
bekletilerek tekrar santrifiij edildi ve bu sefer 5 ml’lik 0.1 M CaCl ve %15’lik Gliserol
cozeltisi ile siispansiye edilerek hiicreler kompetent hale getirilmis oldu. Kompetent

hiicreler -80 C’de saklanda.

Kimyasal olarak kompetent hale getirilen 50 ul E.coli (BL21DE3) bakteri hiicresine 1 ul
SUMO ekspresyon vektorii igerisinde TET1-CD genini tasiyan plasmid eklendi ve
karisim 30 dakika buz lizerinde bekletildikten sonra 42 C de 50 saniye bekletilerek
ekspresyon vektdriiniin hiicre igerisine “heat-shock” ile transformasyonu saglandi. Daha
sonra transforme olan bakteri hiicreleri 5 ml’lik kanamaysin antibiyotigi iceren LB-Kan
petri tabagi lizerinde yayilarak 15-16 saat 37 C’de biiylitiildii ve petri tabag: lizerindeki
kolonilerden homojenligi saglamak icin tek bir koloni se¢ilip LB (Luria Bertani) sivi
medya icerisine konup hiicreler gece boyu 37 C de biiyiimeye birakildi. Buraya kadar ki
biitiin asamalarda kontaminasyonu ve istenmeyen hiicre biiylimesini engellemek igin
kanamaysin antibiyotigi 40 ug/ml konsantrasyonunda biitiin kiiltiir besiyerlerine
eklendi. Boylece ortam sadece kanamaysin direngli bakterilerin iiremesine uygun hale
getirildi. Elde edilen hiicre yogunlugu yiiksek kiiltiirler 1:100 oraninda seyreltilerek
antibiyotik igeren taze s1vi medya igerisine alindi. Protein katlanmasi i¢in yiiksek miktar
proteine ihtiya¢ duyulan durumlarda 1 L’lik sivi LB besiyere 10 ml yiiksek bakteri
yogunluklu soliisyon transfer edilmistir. Bu yeni kiiltiirler daha sonra optimum verim
elde etmek icin optik density (OD) 600 nm’deki absorbans degeri 0.6-0.8 arasi olunca
IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) eklenerek istenilen TET1-CD protein

iiretimi indiiklenmis oldu.
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3.4. Bakteri Hiicrelerinde Rekombinant Protein Ekspresyonu

IPTG ile indiiklenme sonras1 37 °C de 3-4 saat veya 20 °C de 18-20 saat inkiibasyonda
bekletilen bakteri hiicreleri, 5000 g de 30 dakika sogutmali santrifiij kullamilarak 4 °C de
coktiiriildii. Siipernatan atilarak, ¢oken kisimda ¢aligmalara devam edildi. Daha sonra
coken hiicreler lizis tamponuyla siispansiye edildi. Lizis tampon, Tris tamponuna,
lizozom, DNAaz, EDTA, DTT ve proteaz inhibitorleri belirli oranlarda karistirilarak
hazirlandi. Hiicrelerin tam olarak pargalanarak hiicre igeriginin digar1 ¢ikabilmesi i¢in
falkon tlip icerisindeki lizat buz dolu beher igerisine yerlestirildikten sonra sonikatérde
%20 Amplitute ve pulse on 0,5 sn pulse off 2 sn olacak sekilde yaklasik 5 dakika
tutuldu. Lizat daha sonra sogutmal santrifiijde +4 °C de 5000 rpm de 2 saat santrifiij
edilerek ¢oziinmeyen kisimlarin ¢dkmesi saglandi. Bu asamadan sonra elde etmek
istedigimiz proteinin ¢oken kisimda mi1 yoksa ¢oziiniir kistmda mi oldugunu anlamak
icin SDS PAGE’de yiirlitme yaparak proteinimizin ¢oziinen kisimda olduguna kanaat

getirdik.

3.5 Lizis Cozeltisinin Hazirlanmasi

20 ml Lizis ¢6zeltisi hazirlamak i¢in kullanilan kimyasallar asagidadir.
20 ml 50 mM Tris pH:7,8

20 ul EDTA 0,5 mM

40 ul Proteaz inhibitdrii

5 mg lizozom

1 ul DNAaz 10 ul IM DTT

0,1 M NaCl

%S5 Gliserol

20mM Imidazol

Hiicrelerin Lizis Edilerek Protein Eldesi ve Protein Saflastirmasinin Deterjan Varliginda
(Triton X-100) Yapilmasi: Proteinin en azindan bir kismmin dogru katlanma ihtimali
varsayilarak bu kismin ¢oziinlir olarak kalmasi i¢in yapilan bazi protein eldesi
prosedurlerinde denemelerde kullanilmigtir. Triton X-100, yeni ekspres edilen
hiicrelerin pargcalanmasi i¢in hazirlanan lizis tamponunun i¢ine eklenmistir. Hazirlanan

bu tampon ¢ozelti asagidaki komponentleri igermektedir.
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Lizis Tamponu
50 mM Tris-HCI (pH 7.8)
M NaCl

% 5 gliserol

20 mM imidazol (aktivitenin direk dlgtilecegi lizatlara eklenmemistir)
0.25 mg/ml lizozom

1 ul DNAase (aktivitenin direk dl¢tilecegi lizatlara eklenmemistir)
0.5 mM DTT

0.5 mM EDTA (aktivitenin direk ol¢iilecegi lizatlara eklenmemistir)
proteaz inhibitdr kokteyl

0.5 % Triton X-100

Coktiirtilen hiicreler hazirlanan lizis tamponu ile buz iizerinde pipetleme yoluyla
stispansiye edilmistir (20 ml hiicre kiiltliriinden elde edilen hiicre miktari i¢in yaklasik 5
ml lizis tamponu kullanmilmistir). Iyice homojen hale getirilen hiicre siispansiyonunun
tamamen parcalanmasi (lizis olmasi) i¢in sonikasyon metodu kullanilmistir. Bu metotta,
lizis tampon c¢ozeltisi ile siispansiye edilen hiicreler (5-20 ml arasi), toplam 2-3
dakikalik siire ile buz lizerinde sonike edilmistir. Sonikasyon hiicre siispansiyonunun
cok 1smmmamast i¢in kesintili olarak yapilmistir. Ayrica lizis tamponu igerisinde
kullanilan lizozomda bu inkiibasyonlar Oncesinde ve esnasinda bakteri hiicre
duvarlariin enzimatik olarak parcalanmasini saglamaktadir. Sonikasyon sonucunda
vizkositesi azalan ve homojen/akiskan bir kivama kavusan hiicre lizat1 santrifiij edilerek
(5000 g’de yaklastk 90 dakika) ¢Oziinen proteinlerin ¢Oziinmeyen hiicre
parcaciklarindan (parcalanmayan hiicreler, organeller, ¢oken proteinler gibi) ayrilmasi
saglanmistir. Lizis sirasinda her asamada elde edilen ornekler bir sonraki agamadaki

SDS-PAGE analizi i¢in -80 °C’de saklanmustur.

3.6 Protein Saflastirilmasi

Bu asamada elde edilen protein karisimindan istenilen SUMO-TET1-CD proteinin
ayrilmasi i¢in saflagtirma islemi yapildi. Bunun i¢in kullandigimiz vektoriin 6zelligi
olarak proteinimizin N terminal ucuna bagli 6 adet histidin aminoasidinin olmasi ve
metallere afinitesinin yliksek olmasi nedeniyle GE Healtcare firmasindan siparis edilen
5 ml’lik Nikel Affinite kolonu kullanildi. Protein karisimini kolondan gecirmeden once

kolon hazir hale getirildi. Oncelikle kolon igerisindeki bakteri iiremesini engellemek
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icin konulan etanolden kurtulmak i¢in kolondan 5 ml’lik siringa ile 4 defa saf su
gecirildi. Daha sonra Tris pH: 7.8, 100 mM NaCl, %20 Gliserol, 20 mM Imidazol ve 1
mM DTT tampon ¢ozeltisi ile de 4 defa yikandi. Boylece kolon protein karigiminin
bulundugu ayni ¢ozelti ile doldurulmus oldu. Daha sonra ise protein karigimi nikel
affinity kolondan gegirildi. Normalde 6 histidinli TET proteinin metal affinitesi yiiksek
oldugundan kolondaki nikele tamamen baglanmasi beklenir. Dolayisi ile toplama
islemine bu asamada gerek yoktur. Ancak proteinimizin tamamen baglandigindan emin
olmak i¢in ‘flow through’dan da 1 ml kadar jelde yiiriitmek i¢in toplandi. Daha sonra
kolona baglanmasi1 muhtemel istenmeyen diger molekiillerden kurtulmak icin kolon
tekrar tampon ¢ozelti ile yikandi. En son ise kolon 250 mM imidazol i¢eren tampon
cozelti ile yikanirken kolondan ¢ikan ¢ozelti 12 adet 1 ml’lik ependorf tiiplere toplandi.
Boylece imidazol ile kolona baglanan proteinlerin yer degistirmesi saglandi ve kolona
baglanan proteinler toplanmis oldu. Kolonun bir sonraki kullanima hazir olmasi igin
imidazolden temizlenmesi gerekir. Bunun i¢in de kolon saf su ile iyice yikanarak kolon
icerisindeki imidazol ¢dOzeltisinin konsantrasyonu distiriilerek aradaki elektrostatik
baglar zayiflatilir ve kolondan ayrilmasi saglanir. Tekrar kullanim i¢in kolon etanol

cozeltisi ile yikanip saklanir.

Elde edilen 12 adet 1 ml’lik ependorf tliplerdeki c¢ozeltilerin protein igeren
fraksiyonlarinin tespiti i¢in Bradford reaktifi kullanildi. Bradford reaktifi proteinlerle
kompleks olusturarak mavi renk vermektedir. Mavi rengin koyulugu protein miktari ile

dogru orantilidir.

3.7 Protein Denatiirasyonu

Ekspresyon sonrasi ¢okmiis halde (inkliizyon cisimcigi) elde edilmis TET1 proteini 8 M
iire igeren denatlirasyon tamponu igerisinde olabildigince ¢oziildi (pipetleme ve hafif
calkalama yardimiyla). Daha sonra ¢ozelti 5000 g’de santrifiij edilerek ¢oziinmeyen
hiicre artiklarinin ayrilmasi saglandi. Bu santrifiij sonrasi elde ettigimiz slipernatan 8 M
iire igerisinde denatiire sekilde ¢oziiniir hale gelmis TET1 proteinimizi ve diger ¢okmiis

bakteriyel proteinleri icermektedir.

3.7.1 Tekrar Katlama Metodu
Tekrar katlama (refolding) prosediirii farkli yollardan yapilabilir (38). Asagida TET1

proteini i¢in uyguladigimiz iki farkli metodun ayrintilart mevcuttur. Bu metodlardan ilki
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cok az miktar proteinle yapilmasi sonucu bagarili olmamig ama ikinci metod

uygulanarak proteinin basariyla katlanmasi saglanmaistir.

3.7.2 Seyreltme Metodu

Bu metod dahilinde, denatiire edilmis ve daha sonra Ni-afinite kolonuyla denatiire
kosullarda saflastirilmis proteinimiz, yiiksek hacimde iire igermeyen tampon ¢ozelti
igerisine yavas bir sekilde transfer edilerek TET1 proteinimizin katlanmasi saglanmigtir.
Bu metodu uygularken kullandigimiz toplam protein miktar1 ¢ok az oldugu i¢in (50 ml
besiyerinden elde edilmis inkliizyon cisimcigi), islemler sirast olusan kayiplar1 da
diistindiigiimiizde elimizde aktivite Olgebilecek kadar yiiksek miktarda protein

kalmamustir.

3.7.3 Diyaliz Metodu

Bir L’lik besiyerinden protein ekspresyonu yapildiktan sonra hiicreler lizis tamponu
eklenmesi ve yukarida anlatildig1 gibi sonikasyon yoluyla par¢alanarak, daha sonra elde
edilen lizat 5000 g’de 30 dakika santrifiij edilmis ve ¢oziinen kisimla ¢oken (inkliizyon
cisimcigi) kismin ayrismasi saglanmistir. Yine yukarida anlatildigi gibi inkliizyon
cisimcigi 8 M fire igerisinde denatiire edilmistir. Daha sonra elde edilen yaklasik 5
ml’lik denatlire olmus protein karigimi Ni-afinite kolonuna yiiklenerek denatiire
kosullarda protein saflastirmasi yapilmis ve saf olarak TET1 proteinimiz elde edilmistir.
Saflastirma asamasinda kullanilan biitiin ¢ozeltiler 8 M 1ire igermektedir ki bu da
proteinlerin her asamada ¢oziiniir kalmasini saglamaktadir. Kolona histidin-etiketinden
baglanan TET1 proteinimize 250 mM imidazol eklenerek eliisyon yapilmistir. Eliisyon
sonucu toplanan 1.5 ml’lik fraksiyonlardan 2-4 arasi fraksiyonlar TET1 proteinimizi
icermektedir. Proteinimizin eliisyonu sahip oldugu hafif sarimtirak renkten de
anlagilmaktadir. Ayrica protein olan fraksiyonlarin teyit edilmesi i¢in Bradford
cozeltisiyle protein analizi yapilmis, daha sonra da SDS-PAGE jeli yiiriitilmiistiir.
Proteinimizi igeren fraksiyonlar birlestirildikten sonra tekrar katlama asamasina
gecilmigtir. Bu asamada 8 M {ire icerisindeki saf protein 6nce 5 M {ire i¢eren ¢ozeltiye
kars1 diyaliz membrani igerisinde diyaliz edilmistir (yaklasik 10 ml ¢ozelti diyaliz
membranina transfer edilmis daha sonra ise 250 ml 5 M iire igeren ¢oOzeltiye
konulmustur). Cozelti gegisinin tam saglanmast ve homojenizasyon igin yaklagik 3-4
saat veya gece boyu 4 °C’de beklenilmistir. Daha sonra diyaliz membrani sirastyla 2 M

iire ve 0 M iire iceren tampon ¢ozeltilere koyularak protein ¢ozeltisinin yavas yavas
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iireden arindirilmas1 ve proteinin de tekrar katlanmasi saglanmistir. Ure icermeyen
cozeltiyle yapilan diyaliz sonrasi protein ¢okmemis ve seffaf bir ¢ozelti olarak kalmigtir
ki bu durum proteinin basarili bir sekilde katlandigina isarettir. Bu metod iki kere
uygulanmigtir. Asagida denatiirasyon ve katlama sirasinda kullanilan tampon

cozeltilerin ayrintilar1 vardir:

Denatiirasyon ¢dzeltisi: 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 8 M iire, 5 mM DTT

Tekrar katlama (Refolding) Cozeltisi: 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.1 M NaCl, 1 mM
EDTA, I mM DTT, 5% gliserol, 2 mM askorbik asit, ] mM CaClI2 (5 M, 2 M ve 0 M

iire ile beraber)

Tekrar katlama ¢ozeltilerinde proteinin 3 boyutlu yapisini almasina yardimer maddeler
literatiirde c¢okca kullanilmaktadir. NaCl, CaCl2 ve gliserol bunlardandir. Tekrar
katlama igleminden sonra protein aktivite tamponu olan 50 mM Tris-HCI (pH 7.9) ve
0.1 M NaCl igeren tampon ¢Ozelti igerisine alinmistir (santrifiij filtrelerde tampon

degisimi — buffer exchange- yoluyla)

3.8. Katlanmis Proteinden Histidin Etiketinin Kopartilmasi

Tekrar katlanma sonucu elde ettigimiz proteini Thrombin Cleavage Kit ile birlikte gelen
thrombin-agarose pargalartyla kitte belirtilen kosullarda muamele ettik. Kisaca, yaklagik
1 ml’lik ve toplamda 1 mg civarinda katlanmis protein agarose-thrombin pargaciklariyla
(beads) karistirildi. Uzerine kitle beraber gelen reaksiyon tamponu da eklendi. Daha
sonra bu karisim oda sicakliginda hafif ¢alkalanmaya baslandi. Ancak yaklagik 1.5 saat
sonra ¢ozelti igerisinde ¢Okmiis proteinler goriildii ve bu asamada reaksiyon
durdurularak ornek, analiz i¢in -80 °C’de saklandi. Ertesi giin reaksiyon karigimi
santrifiij edilerek agarose-thrombin parcgaciklart ve ¢cokmiis kisim siipernatandan ayrildu.

Elde edilen bu siipernatandan aktivite analizi yapildu.
3.9. Protein Karakterizasyonu

Protein saflagtirma isleminden hemen sonra elde edilen proteinin Ozelliklerinin

belirlenebilmesi i¢in agagidaki islemler yapildi.
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3.9.1 SDS PAGE

Bu yontem proteinlerin molekiil agirligina dayanan bir tayin yontemidir. Elde etmek
istedigimiz SUMO-TET1-CD proteinin molekiil agirhiginin yaklasgik 90 kDa oldugu
bilinmektedir. Oyleyse saflastirdigimiz proteini SDS PAGE yontemi ile jel iizerinde
yurlittiiglimiizde bir protein merdiven standardi ‘ladder’ yardimi ile saflastirdigimiz
proteinin elde etmek istedigimiz protein olup olmadigimi kalitatif olarak
anlayabilecegimiz gibi elde edilen bantin kalinlig1 da kantitatif olarak bir deger ifade

eder.

Yiirtitiilmek istenen protein 6rnekleri 2X-jel yiikleme tamponu (metilen mavisi, DTT ve
gliserol igeren tampon ¢ozelti) ile esit hacimde karistirildiktan sonra 95 °C’lik hot-plate
iizerinde 1-2 dakika inkiibe edilmis ve santrifiij edildikten sonra bu orneklerin
siipernatanlar1 jel kuyucuklarina 10’ar ul olacak sekilde yiiklenmistir. Daha sonra
ornekler 110 V’da yaklasik 2-3 saat yiiriitilmiistiir. Bunu takiben jel alinarak once
Coomassie mavisi igeren boyama ¢ozeltisiyle (Coomassie staining solution-metanol,
glasiyel asetik asit ve coomassie blue R250) muamele edilerek proteinler boyanmis,
bunu takiben ise “destain” ¢oOzeltisiyle (metanol ve glasiyel asetik asit) jelin arka
planindaki boyanin sokiilerek proteinlerin bantlar seklinde goriiniir olmasi saglanmistir.

Elde edilen jellerin son halleri goriintiileme cihazi vasitasiyla fotograflanmistir.

3.9.1.1. SDS PAGE Jel Hazirlama

10 ml %12’lik yiiriitme jeli hazirlamak i¢in agsagidaki kimyasallar kullanilmigtir.
1,5 M Tris pH:8,8 2,6 ml

Safsu 3,2 ml

%10 SDS 0,1 ml

%10 Amonyum persulfat 100 ul

Acrylamid/Bis-acrylamid %30 4 ml

TEMED 10 ul

Yukaridaki kimyasallar dikkatli bir sekilde falcon tiipde karistirildi. Acrylamid ve
TEMED polimerlesmeyi baslatacagi i¢in en son eklendi ve hemen jel hazirlama
diizenegindeki iki cam arasina pipet yardimi ile dikkatlice enjekte edildi. Daha sonra
hem jelin iizerinde olusmasi muhtemel kabarciklardan kurtulmak hem de jelin iist

kisminin diiz ve piiriizsiiz olmasi i¢in {izeri isopropanol ile kaplandi. Polimerlesme
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tamamlandiktan sonra isopropanol dokiildii ve jelin iist kismi bir filtre kagidi yardimu ile
tamamen isopropanolden temizlendi. Yiiriitme jeli hazirlandiktan sonra yiikleme jeli
hazirland1 ve kuyucuklarin olugsmasi igin taraklar yerlestirildikten sonra iki cam arasina
pipet yardimi ile yiikleme jeli enjekte edildi. Bir miiddet bekledikten sonra jellesmenin
tamamlanmasinin ardindan taraklar g¢ikarilarak jelin kullanima hazir hale getirilmesi

saglandi.

3.9.1.2. Yiikleme Jeli Hazirlama

%4’liikk 5 ml yiikleme jeli i¢in asagidaki kimyasallar kullanilmistir.
Saf'su 3 ml

0,5 M Tris —HCI pH:6,8 1,25 ml

%10 SDS 0,05 ml

%30 Acrylamid/Bisacrylamid 0,67 ml

%10 Amonyum persulfat 0,05 ml

TEMED 0,005 ml

3.9.2. Konsantrasyon Hesaplama

Protein konsantrasyon tayini icin spektrofotometrik olarak Bradford ve BCA
(Bikinkoninik asit) yontemleri kullanilmistir. Bu yontemler ¢dziiniir proteinlerin ¢ozelti
icerisindeki konsantrasyonlari Olciilerek yapilmaktadirlar ve bilinen
konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltileri ile hazirlanan standart kalibrasyon grafikleri

kullanilarak bilinmeyen 6rnegin konsantrasyonu bulunur.

3.9.3. Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi ile Protein Miktarinin Spektrofotometrik
Tayini

Bu tayin yonteminde reaktif olarak Bikinkoninik asit (BCA) kullanilir (39). Tayin
kitinde bulunan A reaktifi (NaCl, bikinkoninik asit, Sodyum karbonat, sodium
bikarbonat, sodium tartrat ve sodium hidroksit) ve B reaktifi (CuSO4) 50:1 oraninda
toplam ¢ozelti 210 ul olacak sekilde karigtirllarak BCA reaktif ¢ozeltisi hazirlandi.
Standart protein ¢ozeltisi olarak BSA (bovine-sigir-serum albumin) kullanilmistir. BCA
kitinde bulunan 2mg/ml konsantrasyondaki BSA ¢ozeltisi pipetleme hatalarini en aza
indirmek i¢in 100 ul/ml ye seyreltilmistir. Bunun i¢in 950 ul tampon (20 mM Pipes
tamponu, 100 mM NaCl) ile 50 ul standart karistirilarak son hacim 1 ml yapilmistir.

Standart egriyi ¢izebilmek icin konsantrasyonlarini bildigimiz bes standart ¢ozelti iki
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ayr1 stoktan hazirlandi. Standart ¢ozeltilerin son konsantrasyonlari sirasi ile 25, 50, 100,
200 ve 300 ul/ml olacak sekilde hazirlandi. Orneklerimiz ise 2 ayr1 kaynaktan 5 farkl
ornek olacak sekilde asagidaki miktarlarda tampon ¢ozelti ile karistirilarak hazirlandi.
Hazirlanan 6rnekler, 800 ul BCA reaktifi ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten

sonra 562 nm’deki absorbanslar 6l¢iildii.

Tablo 3.1. BCA reaktifi varliginda 6rneklerin 562 ve 800 nm’deki absorbanslari

Ornek (ul) | Tampon 562 nm’deki 800 nm’deki
Cozelti (ul) Absorbans Absorbans
1|20 80 1.839 0.168
2| 100 0 2.650 0.116
3120 80 0.824 0.168
4| 100 0 2.107 0.133
5|0 100 0.081 0.184

Tablo 3.2. Standart BSA konsantrasyonlarinin 562 ve 800 nm’deki Absorbanslari

Standart BSA Hacim Tampon 562 nm’deki | 800 nm’deki
Konsantrasyonu (ul) Cozelti (ul) | Absorbans Absorbans

1 | 100 ug/ml 25 75 0.168 0.186

2| 100 ug/ml 50 50 0.241 0.185

3 | 2 mg/ml 5 95 0.436 0.177

4 | 2 mg/ml 10 90 0.692 0.178

5| 2 mg/ml 15 85 0.910 0.176

6 | Blank 0 100 0.081 0.184

3.9.4. Bradford Yontemi ile Protein Miktarimin Spektrofotometrik Tayini

Yine BCA yonteminde oldugu gibi konsantrasyonu bilinen BSA ¢ozeltilerinin
konsantrasyon - absorbans grafigi cizilerek konsantrasyonu bilinmeyen protein
cozeltilerinin konsantrasyonlar1 hesaplanir (40). Son hacimleri 100 ul olacak sekilde
hazirlanan standart ¢ozeltiler ve ornekler, 800 ul Bradford reaktifi ile karistirildiktan
sonra 595 nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii. Standart ¢ozeltilerin 100 ul son hacimdeki

konsantrasyonlart sirasi ile 25, 50, 100, 200, 300, 800 ul/ml olarak hesaplanmaistir.
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Tablo 3.3. Orneklerin 595 nm’deki ve 800 nm’deki Absorbanslari

Ornekler (ul) | Tampon (ul) 595 nm’deki 800 nm’deki
Absorbans Absorbans
1 |25 75 1.776 0.119
2 | 100 0 2.458 0.148
3 |25 75 1.255 0.128
4 |100 0 1.841 0.119

Tablo 3.4. Standart BSA konsantrasyonu elde edebilmek i¢in kullanilan tampon ¢ozelti hacimleri

Standart BSA Hacim (ul) Tampon Cozelti (ul)
Konsantrasyonu

1 | 100 ug/ml 25 75

2 | 100 ug/ml 50 50

3 | 2mg/ml 5 95

4 | 2mg/ml 10 90

5 | 2mg/ml 15 85

6 | 2mg/ml 40 60

7 |- 0 100

3.10. Aktivite Analiz Reaksiyonlari

Aktivite analiz reaksiyonlarinda 6-mer’lik DNA oligosu (CGmCGCG) kullanilmistir.
TET1 enziminin bu substrat ile aktif olusu dnceki ¢aligmalarda gosterilmistir (41). Eger
20 ve daha uzun diziler kullanilirsa niikleaz ve fosfataz enzimleriyle DNA’y1
niikleozidlere pargalamamiz gerekmektedir. Substratin kiiciik bir DNA oligomeri
olmasi, tirtinlerin herhangi bir muameleye maruz birakmadan HPLC ile direk analizine
imkan tanimaktadir. Genel olarak bir aktivite analiz reaksiyonu enzim olarak lizat
ornekleri veya saflastirilmis protein drnegi, substrat olarak 60 uM metillenmis 6-mer’lik
DNA oligosu (CGmCGCG), 2 mM askorbik asit, 2 mM alfa-ketoglutarat, 200 uM
ferrous (Fe II) demir, 2 mM DTT ve 1 mM ATP i¢ermektedir. Bu reaksiyon karisimi, 1-
2 saat veya gece-boyu 37 °C’de inkiibe edildikten sonra ya HPLC analizi i¢in ya da
stiksinik asit analizi i¢in asagida belirtildigi lizere hazirlanmistir. Enzimatik reaksiyon
icin toplam hacim 50 ul olup bunun yaklasik 25 ul’sini lizat veya saflastirilmis protein

olusturmustur. Biitiin aktivite analiz reaksiyonlarinda kontrol olarak enzim i¢ermeyen
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kontrol, substrat igermeyen kontrol ve bazi analizlerde de alfa-ketoglutarat icermeyen
kontrol reaksiyonlar1 da hazirlanmistir. Bu sekilde reaksiyon komponentlerinden

kaynaklanan pikler de tespit edilmistir.

3.10.1 HPLC Metodu ile Aktivite Analizi

HPLC (Yiiksek performans sivi kromatografisi) kiigiik molekiilleri ayirmakta ve
tanimlamakta kullanilan en yaygin metodlardan birisidir. Bu metodun prensibi bir kolon
icerisinde gecen sivi madde karisiminin kolon igerisinde paketlenmis molekiillerle
etkileserek farkli zamanlarda kolondan ¢ikislarina yani ayrilmalarina dayanir. En yaygin
olarak kullanilan ve bizim de kullandigimiz tiirii “reverse-phase” olarak adlandirilan
tirtidiir. “Reverse-phase” HPLC’de kolonumuz hidrofobik maddeyle paketlenmistir
(genelde 18 karbondan olusan zincirler-C18 kolonu). Bu nedenle hidrofobik maddeler
kolon igerisindeki matriks (stationary phase) ile daha cok etkilesip gec gelirken,
hidrofilik maddeler ise daha hizli gelmekte ve bu sekilde ayrisma olmaktadir. Bunun
yaninda “stationary phase” kadar kolon i¢erisinden devamli gegirilen “mobile phase” de
maddelerin gelme zamaninin (elution time) belirlenmesi agisindan énemlidir. Genelde
ellisyon su bazli tampon ¢dozeltilerle baglar ve ¢ok hidrofilik maddelerin kolondan
gecmesi saglanirken, zamanla metanol veya asetonitril gibi bir organik ¢dziiciiniin orant
artirilarak hidrofobik molekiillerin de “mobile-phase” ile etkileserek kolondan gegmesi

saglanir.

3.10.1.1. HPLC Orneklerinin Hazirlanmasi

Aktivite analiz reaksiyonlar1 tamamlandiktan sonra reaksiyon karisimina hacminin 3
kat1 metanol eklenerek karigimda bulunan proteinin ¢okmesi saglandi (50 ul reaksiyon
karistmina 150 ul metanol). Daha sonra 15 dakika yiiksek hizda santrifiij (13.2 g)
yardimiyla ¢oken proteinler c¢oktiiriilerek uzaklagtirildi. Geriye kalan siipernatan
alinarak tizerine 200 ul saf su eklendi ve yaklasik 400 ul’lik hacime ulasan ¢ozelti

HPLC siselerine (vial) transfer edildi. HPLC siseleri oto drnekleyiciye yerlestirildi.

3.10.1.2. HPLC Cihazimin Hazirlanarak Orneklerin Yiiriitiilmesi

HPLC analizlerinde Agilent 1260 Infinity HPLC cihazi kullanildi. HPLC kolonu olarak
ise Ace marka C18 HPLC kolonu (i.d. 4.6 mm, 25 cm uzunluk, 5 uM particle size)
kullanildi. Oncelikle uygun HPLC ayristirma metodu tasarlamak icin DNA substrat1 (6
niikleotidli substrat) HPLC’ye yiiklenerek, literatiirde de yapilan benzer analizler
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1s1g1inda, kromatogramlar incelendi. Mobil-faz olarak amonyum asetat tamponu (pH 5)
ve metanol karigimi kullanildi. Absorbans 260 ve 275 nm’lerde takip edildi ve ayrica ful
spektrum da kaydedildi. Son olarak asagida belirtilen metodun uygunluguna karar

verildi ve takip edilen analizlerde bu metod kullanildi.

HPLC Analiz Metodu
1-4 dakika — % 100 Amonyum asetat

4-35 dakika - %100 ‘den % 70’e gradient amonyum asetat, % 0’dan %30’a metanol
35-36 dakika - %70’den %15’e amonyum asetat, %30’dan %85’e metanol

36-41 dakika - %15 amonyum asetat, %85 metanol sabit

41-42 dakika - %15’den % 0’a amonyum asetat, %85’den %100’e metanol

42-47 dakika - %100 metanol

3.10.2. Siiksinik Asit Metodu ile Aktivite Kontrolii

Stiksinik  Asit metodu uygulanmasi kolay ve hizli sonu¢ verdigi i¢in oOzellikle
saflastirilmis proteinin aktifliginin ¢abuk bir sekilde belirlenmesi i¢in tercih edilmistir
(42). Siiksinik asit tayini i¢in piyasada bulunan ve spektrofotometrik bir metot oldugu
icin kullanim1 kolay olan siiksinik asit tayin kiti kullanilmistir. Bu tayin yontemi ile
reaksiyon sonucunda yan {iriin olarak olusan siiksinik asit tayin edilmektedir. Bunun

icin reaksiyonda olusan NAD’1n 340 nm’de absorbans1 6l¢iilmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. TET1 Proteini Katalitik Bolgesinin Standart Yontemlerle Rekombinant

Yoldan E.coli icerisinde ifadesi ve Protein Saflastirilmasi

4.1.1. Proteini Sentezleyen DNA Dizisini Tasiyan Plasmidin Ekspresyon Bakteri

Hiicresi I¢erisine Transform Edilmesi

Literatiir arastirmalari dogrultusunda TET1 proteininin fare homologunun katalitik
bolgesini (1367-2039 nolu amino asitler) kodlayan genin, E.Coli hiicrelerine uygun
olarak kodon optimizasyonu da yapilmis ve pET28b ekspresyon vektorii (N-terminal
his-tag igeren) igerisine aktarilmis sekilde gen sentez firmasindan temin edilmistir
(Sekil 1). Plazmid basaril1 bir sekilde, kimyasal yolla kompetent yapilmig BL21(DE3)
hiicrelerine transform edilmistir. Transform edilen bakterilerin LB-Agar-Kanamaysin

petri tabaklari tizerinde diizgiin koloniler olusturmasi bunu teyit etmektedir (Sekil 2).

Plasmid Construct Map

Order: 571394-2 Gene Name: tet1 catalytic domain_pET-28b(+)*

Ndel BamHI

571394-2

PET-28b(+)

The gene*(571394-2) was cloned in pET-28b(+) by Ndel and BamHI

Sekil 4.1. pET28b vektorii igerisinde TET1 geni ve genin aktarilmasi igin kullanilan restriksiyon
enzimleri (Sekil gen sentez firmasindan alinmustir).
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Sekil 4.2. TET1-CD plasmidi transform edilmis BL21(DE3) hiicrelerinin segici olarak LB-Agar-
Kanamaysin petri tabaklari iizerinde koloni halini almalari

4.1.2. Rekombinant Protein Ekspresyonu, SDS-PAGE Jel Elektoforez Analizi ve
Protein Saflastirmasi

Genimizi tagiyan plazmidin transform edildigi BL21(DE3) hiicrelerinden (protein
ekspresyonu icin optimize edilmis E.Coli hiicreleri) IPTG indiiksiyonu yardimiyla
basaril1 bir sekilde protein ekspresyonu yapilmistir. Protein ekspresyonunun en verimli
bir sekilde aktif protein vermesi ic¢in farkli ekspresyon kosullart denenmistir (43).
Asagidaki tabloda (Tablo 1) belirtildigi gibi degisik sicaklik ve IPTG
konsantrasyonlarin1 igeren 3 farkli protein ekspresyonu yapilmistir. Degisik kosullar
kullanmadaki amacimiz proteinimizin ¢ok miktarda ve aktif olarak sentezlenecegi
kosullart bulmaktir. Denenen bu ilk kosullar, yeni bir protein eldesi i¢in literatiirde yer
etmis standart kosullardir ve genellikle IPTG konsantrasyonu, inkubasyon sicaklig1 ve
inkiibasyon siiresi parametrelerini icermektedir. Asagida belirtildigi gibi su ana kadar
istedigimiz seviyede protein ekspresyonu 1. Ekspresyonda gergeklesmistir ancak bu

ekspresyonda da proteini ¢ozen kisimda degil ¢oken kisimda tespit edebildik.
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Tablo 4.1. Protein Ifadesi Kosullart

IPTG IPTG IPTG Saflastirilma
Konsantrasyonu eklenmesinden eklenmesinden | yapildi mi1?
sonra sonra
inkiibasyona inkiibasyona
devam edilen devam edilme
sicakhik siiresi
1. Ekspresyon | 0.4 mM 37°C 6 saat Evet
2. Ekspresyon | (.15 mM ve 20 °C 18-20 saat Evet
0.5 mM
3. Ekspresyon | (0.3 mM 20 °C 18-20 saat Hayir

Hiicreler parcalandiktan (lizis yapildiktan) ve/veya protein saflastirildiktan sonra
proteinin ekspresyonunun tespit edilebilmesi i¢in c¢esitli asamalardan elde edilmis
ornekler SDS-PAGE jeli iizerinde yiiriitiilmiistiir. Hiicre lizat1 prosediirii sirasinda her
asamada elde edilen ornekler (hiicre lizati, ¢oziinen hiicre lizat kismi, ¢oken hiicre lizat
kismi, saflagtirma sonrasi elde edilen kisim gibi) SDS-PAGE analizi i¢in saklanmuistir.
Yukarida belirtilen her 3 ekspresyon sonucunda elde edilen lizat ve saflastirma
ornekleriyle jel yiiritilmistir. Jeller metot kisminda anlatildigi gibi tarafimizdan
hazirlanmis sodyum dodesil siilfat iceren %12’lik akrilamid jelleridir (mini-jel). Elde
edilen jellerin son halleri goriintileme cihazi vasitasiyla fotograflanmistir. Jel
fotograflar1 ve her kolona karsilik gelen Orneklerin detaylari asagidaki sekillerde

verilmistir.

Birinci ekspresyon sonrasi lizattan ve saflastirilan kismdan elde edilen 6rnekler ve bu
orneklerin jel iizerindeki gorlintlisii asagidaki gibidir (Sekil 3). Birinci ekspresyon
sonrast elde edilen lizat nikel kolonu vasitasiyla saflagtirilmigtir. Ayrica saflagtirma
(kolondan gecirme) sirasindaki asamalarda elde edilen degisik Ornekler de jele
yiiklenmistir. Bu jel goriintlisiinde 2 numarali kolonda yer alan ¢6kmiis hiicre (cell
pellet) dérneginde 80 kDa civarinda koyu bir bant goriinmektedir. Bizim proteinimizin
agirhgr da yaklagik 77 kDa oldugu varsayildiginda bu bantin istedigimiz proteinin
bakteri hiicrelerinde rekombinant ekspresyonunu basarili bir sekilde gosterdigi kuvvetli
ihtimaldir. Ancak bu bant sadece ¢okmiis kisimda gozlenirken ¢6ziiniir fraksiyonda ayni
bant gozlenmemistir (kolon 3). Proteinimizi ¢oziiniir fraksiyonda zayif bir bant olarak

bulunacagimi diisiiniip, kendi proteinimizi zenginlestirip lokal oranin1 artirmak ve jelde
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goriiniir hale getirmek adina Nikel kolonunda saflastirma yapilmis, ancak istenilen bant

gbzlenmemistir (7-10 numarali kolonlar).

80 kDa civarindaki bizim proteinimize karsilik gelen bant

175 kDa

80 kDa

58 kDa

46 kDa

Sekil 4.3. Birinci ekspresyon sonucu elde edilen 6rnekler. Her kolon numarasina karsilik gelen 6rnekler
su sekildedir: 1. Marker (protein merdiveni), 2. ¢Okmiis hiicre (cell pellet), 3. Coziinmiis hiicre
komponentlerini igeren kisim (siipernatan), 4. Nikel kolona yiiklendikten sonra baglanmadan gecen kisim
(flow-through), 5. Kolonu yikama esnasinda baslangictaki flow-through, 6. Kolonu yikama esnasinda
sonlara dogru gelen flow-through, 7. Imidazol eliisyonuyla gelen erken fraksiyon, 8. Imidazol
eliisyonuyla gelen ge¢ fraksiyon, 9. Fraksiyonlarin karistirildigi 6rnek (pool), 10. En son saflastiriimis
hali (konsantre edildikten sonra)

Birinci ekspresyonda proteinimiz ¢okmiis hiicre artig1 fraksiyonunda gozlendigi igin,
proteinin ¢oziiniir hale gelmesini saglamak (dogru katlanmasini) adina bakteri
inkiibasyonu diisiik sicaklikta denenmistir (ikinci ekspresyon - 20 °C’de 16-18 saat). Bu
metodla bakterilerin yavas bir sekilde proteinin ifade etmesi saglanmakta ve proteinin
dogru katlanmasi i¢in yeterli zaman verilmektedir. Literatiirde yer alan bir¢ok protein
icin bu metod ¢oziiniir ve aktif protein eldesi i¢in basarili olmustur (43). Ancak ne lizat
orneklerinde ne de saflastirilmis Orneklerde birinci ekspresyondaki gibi 80 kDa
civarinda bariz bir sekilde protein bandina rastlanmamistir (Sekil 4). Ancak saflastirilan
orneklerde IPTG’siz kontrol (Kolon 6) ve IPTG eklenmis 6rnek (Kolon 7) arasinda fark
oldugu ve IPTG eklenerek tliretilen bakteriden saflagtirilan 6rnekte 80 kDa civarinda
zayif da olsa bir bant goziikmektedir (Sekil 5). Ancak yapilan siiksinik asit aktivite

analizi sonucu herhangi bir aktivite gézlenememistir.
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Sekil 4.4. ikinci ekspresyondan elde edilen 6rnekler. Her kolon numarasina karsilik gelen érnekler su
sekildedir: 1. Marker — protein merdiveni, 2. 0.15 mM IPTG ile iiretilmis bakteriden ¢okmiis hiicre (cell
pellet), 3. 0.15 mM IPTG ile iiretilmis bakteriden ¢dziiniir fraksiyon, 4. 0.5 mM IPTG ile firetilmis
bakteriden ¢okmiis hiicre (cell pellet), 5. 0.5 mM IPTG ile tretilmis bakteriden ¢oziiniir fraksiyon, 6.
IPTG’siz {iretilmis bakteriden ¢okmiis hiicre (cell pellet), 7. IPTG’siz iiretilmis bakteriden ¢oziiniir
fraksiyon, 8. 3 numarali ornekle ayn:1 — fazla yiikleme, 9. 5 numarali ornekle ayni — fazla yiikleme, 10. 7
numarali ornekle ayni — fazla yiikleme.

6 7

175 kDa

80 kDa

58 kDa \

46 kDa 80 kDa
civarinda
beklenen
tetl bandi

Sekil 4.5. ikinci Ekspresyondan elde edilen lizat ornekleri ve saflastirilmis Orneklerin yan yana
yiriitiilmesi. Her kolon numarasina karsilik gelen 6rnekler su sekildedir: 1. Marker — protein merdiveni,
2. IPTG’siz ¢okmiis hiicre (cell pellet), 3. 0.5 mM IPTG - ¢6kmiis hiicre (cell pellet), 4. IPTG’siz ¢oziiniir
fraksiyon, 5. 0.5 mM IPTG ¢6ziiniir fraksiyon, 6. IPTG’siz saflastirilmis 6rnek (kolon sonrasi), 7. 0.5 mM
IPTG - saflastirilmis 6rnek (kolon sonrast)

Yapilan iiciincii ekspresyon denemesi 20 °C’de ve 0.3 mM IPTG ile yapilmistir. Bu

denemede Ozellikle lizis, yani hiicre par¢alanmasinin daha efektif yapilmasina dikkat
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edilmigtir (kullanilan donma-¢6zme yonteminde donma-¢ézme ¢evrimlerinin sayisi
artirtlmistir). Bu denemede saflagtirma yapilmamistir ama hiicre lizat 6rneklerinde
IPTG eklenen ve eklenmemis Ornekler arasinda herhangi bir farkli bant gdzlenmemis ve

80 kDa civarinda herhangi bir koyu bant tespit edilememistir.

175kDa
80 kDa
58 kDa

46 kDa

Sekil 4.6. Uciincii ekspresyondan elde edilen &rnekler. Her kolon numarasina karsilik gelen drnekler su
sekildedir: 1. marker — protein merdiveni, 2. IPTG’siz bakterilerden tiim lizat (whole lysate), 3. 0.3 mM
IPTG — tiim lizat (whole lysate), 4. IPTG’siz bakterilerden ¢6kmiis hiicre (cell pellet), 5. 0.3 mM IPTG —
¢Okmiis hiicre (cell pellet), 6. IPTG’siz bakterilerden ¢oziiniir fraksiyon, 7. 0.3 mM IPTG — ¢oziiniir
fraksiyon, 8. 6 no’lu 6rnegin aynisi, 9. 7 no’lu 6rnegin aynisi.

4.2. Proteinin Aktifliginin Siiksinik Asit Metoduyla Kontrol Edilmesi

Protein elde edildikten sonra en Onemli basamak proteinin aktif olup olmadiginin
kontrol edilmesidir. HPLC (yliksek performans sivi kromatografisi) cihazi ile yapilan
Olciimler 6zellikle kantitatif agidan daha dogru sonuglar vermekle beraber, daha uzun
stirmekte ve masrafli olmaktadirlar. Literatiirde alfa-Ketoglutarat (alfa-KG) {iyesi
proteinler icin yaygin olan diger bir analiz metodu ise bu enzimlerin yan {iriin olarak
olusturdugu siiksinik asitin tayin edilmesidir (42). Siiksinik asit tayini i¢in piyasada
bulunan ve kullanimi kolay (spektrofotometrik metot) siiksinik asit tayin kiti
kullanilmistir. Bu metod, dolayli yoldan olusan NAD’nin 340 nm’de absorbansinin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Kontrol olarak siiksinik asit ¢ozeltisi kullanilmakta ve buna
gore standardizasyon da yapilabilmektedir. Her ne kadar bu metot direk olarak DNA
demetilasyon aktivitesini bize vermeyecek olsa bile bu metot kullanilarak, elde edilen

proteinin alfa-KG’yi dekarboksile edip etmedigini, yani proteinin dogru bir sekilde
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katlanarak aktif olup olmadigini ¢ok kisa bir siirede bircok Ornek igin test etmemize

imkan vermektedir.

Bu metot yukarida belirtilen SDS-PAGE analizinde (Sekil 5) istedigimiz agirlikta
protein gosteren Orneklerin saflastirilmis hali (Nikel kolonu sonrasi) i¢in kullanilmig
ama herhangi bir aktivite tespit edilememistir. Kisaca, elde edilen saflastirilmis protein
ornegi, substrat olarak 60 uM metillenmis 6-mer’lik DNA oligosu (CGZGCGQG), 2 mM
askorbik asit, 2 mM alfa-KG, 200 uM ferrous demir, 2 mM DTT ve 1 mM ATP ile 1-2
saat 37 C’de inkiibe edildikten sonra bu reaksiyon karisimi siiksinik asit Kkiti
komponentleriyle muamele edilmistir. Enzimatik reaksiyon i¢in toplam hacim 40 ul
olup bunun 25 ul’sini saflastirilmis enzim olusturmustur. Yapilan absorbans 6l¢iimiinde
340 nm’de tespit edilen absorbans degeri kontrol drnekleriyle neredeyse ayni degeri

vermistir.

TET1 proteinini deterjan yardimiyla ¢Oziiniir hale getirme ve denatiire edip tekrar

katlama voluyla (denaturing/refolding) aktif enzim eldesi calismalari:

Birinci kisimda yapilan ¢alismalarda degisik kosullarda protein ekspresyonu yapilmis,
ancak her ne kadar protein ifadesi gozlense de, ifade edilen protein farkli ifade kosullari
denenmesine ragmen hiicrenin ¢oken kisminda kalmis (inkliizyon cisimcigi) ve ¢éziinen
aktif protein elde edilememistir. Bu nedenle, ¢oken proteinlerin ¢oziiniir ve aktif sekilde
eldesine imkan veren iki farkli metot kullanilmistir. Bunlardan ilki proteinler i¢in uygun
deterjan kullanarak proteinin ¢oziiniir fraksiyonda kalmasini saglamak (44), ikincisi ise
¢okmiis proteini denatiirasyon ajanlari ile muamele edip ¢ozmek ve daha sonra

proteinin tekrar katlanmasini saglamaktir (38).

4.2.1. Deterjan Yoluyla Proteinin Coziiniir ve Aktif Hale Getirilmesi Calismalar:

Ik uygulamada, ¢6kmiis fraksiyonda bulunan proteinin en azindan bir kisminmn dogru
katlanma ihtimali varsayilarak, bu kismin ¢oziiniir tarafta kalmasi i¢in lizis ¢ozeltisinde
deterjan kullanilmigtir. Denatiire etmeyen 6zellikteki deterjanlar literatiirde ¢6ziinmeyen
membran proteinlerinin solubilizasyonunda ¢okca kullanilmaktadir. Bunlarin en
yayginlarindan olan Triton X-100 ifade edilen hiicrelerin pargalanmasi i¢in hazirlanan

lizis tamponunun i¢ine eklenmistir (0.1 - 0.5 % oraninda).
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4.2.2. Denatiirasyon/Tekrar Katlama Yoluyla Aktif ve Coziiniir Enzim Eldesi
Cahismalanr

Proteini ¢o6ziiniir ve aktif olarak elde etmek i¢in uygulanan ikinci metotta ise proteinin
iire veya guanidin-HCI gibi bir denatiire edici ajan vasitasiyla tamamen denatiire
edilerek proteinin tekrar katlanmasinin saglanmasi amaglanmistir. Proteinler ¢okse bile
8M iire veya 6M Guanidin-HCI varliginda tamamen denatiire olarak soliisyon igerisinde
¢oziiniir hale gelirler. Elbette, bu formdaki protein 3 boyutlu yapisint kaybetmis ve diiz
bir amino asit zinciri halinde bulunmaktadir. Bir sonraki asama proteinin uygun kosullar
altinda tekrar katlanmasii ve katlandiktan sonra da denature edici ajan yoklugunda

suda ¢oziiniir halde kalmasini saglamaktir (38).

TET]1 proteini 8 M iire igeren denatiirasyon tamponu icerisinde olabildigince ¢oziildii ve
cozelti santriflij edilerek ¢oziinmeyen hiicre artiklarinin ayrilmasi saglandi. Bu santrifiij
sonrast elde ettigimiz siipernatan 8 M {ire igerisinde denatiire sekilde ¢Ozliniir hale
gelmis TET1 proteinimizi ve diger ¢okmiis bakteriyel proteinleri icermektedir. Asagida
yer alan jel goriintiisiinde de (Sekil 7) proteinimiz siipernatan kisminda net bir sekilde

goriilmektedir.

Tekrar katlama (refolding) prosediirii farkli yollardan yapilabilir (38). Bu metotlardan
ilki olan seyreltme metodu, denememizin az miktar proteinle yapilmasi sonucu basarili
olmamig ama ikinci metod olan diyaliz uygulanarak proteinin bagariyla katlanmasi
saglanmistir. Diyaliz metodunu uygularken yiliksek miktarda protein eldesi icin 1 L’lik
besiyerden protein ekspresyonu yapildi. Hiicreler lizis tamponu eklenmesi ve
sonikasyon yoluyla parcalandiktan sonra santrifuj yoluyla ¢oziinen kisimla g¢dken
(inkliizyon cisimcigi) kismin ayrigmasi saglanmistir. Coken kisim (inkliizyon cisimcigi)
8 M iire icerisinde denatiire edilmistir. Daha sonra elde edilen yaklasik 5 ml’lik
denatiire olmus protein karisimi Ni-afinite kolonuna yiiklenerek denatiire kosullarda
protein saflagtirmasi yapilmis ve saf olarak TET1 proteinimiz elde edilmistir (jel
goriintlisil). Saflagtirma asamasinda kullanilan biitiin ¢ozeltiler 8 M iire icermektedir ki
bu da proteinlerin her asamada ¢Oziiniir kalmasin1 saglamaktadir. Kolona histidin-
etiketinden baglanan TET1 proteinimize 250 mM imidazol eklenerek eliisyon
yapilmistir. Proteinimizin eliisyonu sahip oldugu hafif sarimtirak renkten de
anlagilmaktadir. Ayrica protein olan fraksiyonlarin teyit edilmesi i¢in Bradford

cozeltisiyle protein analizi yapilmis, daha sonra da SDS-PAGE jeli yliriitilmiistiir
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(Yukarida verilen SDS-PAGE goriintiileri). Daha sonra tekrar katlama asamasina
gecilmigtir. Bu asamada 8 M {ire icerisindeki saf protein 6nce 5 M {ire i¢eren ¢ozeltiye
kars1 diyaliz membrani icerisinde diyaliz edilmistir. Czelti gegisinin tam saglanmasi ve
homojenizasyon i¢in yaklasik 3-4 saat veya gece boyu 4 C’de beklenilmistir. Daha
sonra diyaliz membrani sirastyla 2 M iire iceren ve lire igcermeyen tampon ¢ozeltilere
koyularak protein ¢ozeltisinin yavas yavas lireden arindirilmasi ve proteinin de tekrar
katlanmas1 saglanmustir. Ure icermeyen c¢dzeltiyle yapilan diyaliz sonrasi protein
¢cokmemis ve seffaf bir ¢ozelti olarak kalmistir ki bu durum proteinin basarili bir sekilde
katlandigina isarettir. Tekrar katlanma tampon ¢ozeltisinde askorbik asit kullanilmistir.
Bunun sebebi ise yapilan bir literatiir calismasinda ayni zamanda TET1’in koenzimi
olan askorbik asitin proteine baglandigi zaman konformasyonel bir degisiklige sebep
oldugunun ifade edilmesidir (30). Bu nedenle bu maddenin varliginin katlanmaya

yardimci olabilecegini diistindiik.
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Asagidaki tabloda (Tablo 4.2.) uygulanan iki metodla farkli kosullardaki protein eldesi,

saflastirmasi ve aktivite analizlerinin 6zeti verilmektedir.

Tablo 4.2. Deterjan ve denatiirasyon/tekrar katlama kosullarinda protein eldesi. 1. ekspresyon 20 °C’de
diger ekspresyonlar ise 37 °C’de yapilmistir. Bu kisimdaki protein ekspresyonunda hiicre par¢alanmasi

i¢in birinci kisitmdaki donma/¢6zme dongiisii yerine sonikasyon kullanilmistir.

Ekspresyon

Kosullar:

Karakterizasyon

uygulamalari:

Sonuclar/Gozlemler

1. Ekspresyon
(20 °C’de)

Lizis tamponuna % 0.5

Triton X-100 eklendi

-Jel yiiriitiildii
-Saflagtirma yapildi
-HPLC ile aktivite analizi

yapildi

-Aktivite gézlenmedi

2. Ekspresyon

Lizis tamponuna % 0.4

Triton X-100 eklendi

-Jel yiiriitiildii
-Lizattan HPLC
yardimiyla direk aktivite

analizi

-Aktivite gézlenmedi

3. Ekspresyon

Lizis tamponuna % 0.1

Triton X-100 eklendi

-Jel yiiriitiildii

-Lizattan HPLC
yardimiyla direk aktivite
analizi

-Denatiirasyon/ Seyreltme

yontemiyle katlama

-Lizattan aktivite
gozlenmedi
-Katlanmis proteinden

aktivite gozlenmedi

4. Ekspresyon /

1.kisim

1 L’1ik besiyer hazirland:
Lizis tamponuna % 0.1

Triton X-100 eklendi

-Jel yiiriitiildii
-Diyaliz metoduyla
denatiirasyon/katlama

uygulandi

-Katlanmis proteinlerle
HPLC yardimiyla
aktivite analizi yapildi
-Katlanmis proteinlerle
siiksinik asit metoduyla
aktivite analizi yapildi

-Aktivite gézlenmedi

4. ekspresyon /

2. kisim

1 L’1ik besiyer hazirland:
Lizis tamponuna % 0.1

Triton X-100 eklendi

-Jel yiiriitiildii
-Diyaliz metoduyla
denatiirasyon/katlama
uygulandi
-Thrombinle his-tag
kesimi yapild1

-Katlanmis ve
thrombinle muamele
edilmis proteinlerle
HPLC ve siiksinik

asit metoduyla aktivite
analizi yapildi

-Siiksinik asit metoduyla

aktivite gozlenmedi
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4.3. Protein Ekspresyonunun ve Protein Coziiniirliigiiniin SDS-PAGE Jel
Elektroforez Yontemiyle Tayini

Hiicreler lizis yapildiktan ve/veya protein saflastirildiktan sonra proteinin
ekspresyonunun ve hangi fraksiyonda oldugunun (¢oken/¢oziiniir) tespit edilebilmesi
icin ¢esitli asamalardan elde edilmis 6rnekler SDS-PAGE jeli iizerinde yiiriitiilmiistiir.
Hiicre lizat1 prosediirii sirasinda her agamada elde edilen 6rnekler (hiicre lizati, ¢dziinen
hiicre lizat kismi, ¢oken hiicre lizat kismi, saflastirma sonrasi elde edilen kisim gibi)
SDS-PAGE analizi i¢in saklanmistir. Elde edilen jellerin son halleri goriintiileme cihazi

vasitasiyla fotograflanmistir. Jel fotograflarinin detaylari asagida verilmistir.

80 kDa civarindaki bizim proteinimize karsilik gelen bant

Sekil 4.7. Tablo 2’de yer alan birinci ekspresyondan elde edilen 6rnekler. Her kolon numarasina karsilik
gelen ornekler su sekildedir: 1. Marker — protein merdiveni, 2. Kontrol — biitiin lizat, 3. Demir eklenmis
biitlin lizat, 4. 0.2 mM IPTG biitiin lizat, 5. 1.2 mM IPTG biitiin lizat, 6. kontrol siipernatan, 7. Demir
eklenmis silipernatan, 8. 0.2 mM IPTG siipernatan, 9. 1.2 mM IPTG siipernatan. Hiicre ¢ogaltilmasi
IPTG’siz (kontrol), yiiksek IPTG konsantrasyonu, diisiik IPTG konsantrasyonu ve hiicrelere demir
eklenmis olarak 4 kosulda yapilmstir.
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80 kDa civarindaki bizim proteinimize karsilik gelen bant
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Sekil 4.8. Tablo 2’de yer alan 4. ekspresyondan elde edilen drnekler (Kisim 1 - Denatiire kosullarda
saflagtirma sonrasi yiiriitilen SDS-PAGE jeli). Her kolon numarasina karsilik gelen oOrnekler su
sekildedir: 1. Marker — protein merdiveni, 2. Denatiire kosullarda saflastirma sonrasi birlestirilmis protein
fraksiyonlar1 (pool), 3. Fraksiyon 6, 4. Fraksiyon 1, 5. kolondan direk gecen (flowthrough) — yikama
esnasinda, 6. kolondan direk gegen (flowthrough) — yiikleme esnasinda, 7. Lizat siipernatan, 8. Lizat
¢okelti — inkliizyon cisimcigi, 9. Iki numarali 6rnegin aynist (pool). Goriildiigii gibi denatiire kosullarda
protein basarili bir sekilde saflastirnlmistir ve 2 numarali kolonda sadece 80 kDa civarindaki TET1
proteinimizin band1 baskindir. Ancak flowthrough ile beraber yilikleme esnasinda protein kaybi oldugu da
goriilmektedir (6 numarali kolon).

80 kDa civarindaki bizim proteinimize karsilik gelen bant

Sekil 4.9. Tablo 2’de yer alan 4. ekspresyondan elde edilen drnekler (Kisim 2 - Denatiire kosullarda
saflagtirma sonras1 yliriitilen SDS-PAGE jeli). Her kolon numarasina karsilik gelen oOrnekler su
sekildedir: 1. Marker — protein merdiveni, 2. Biitiin lizat ¢okeltisi (whole lysate pellet), 3. Urede
¢ozdiikten sonra kalan ¢okelti, 4. Urede ¢oziinen kisim (kolona yiiklenen), 5. kolondan direk gegen
(flowthrough) — yikama esnasinda, 6. kolondan direk gegen (flowthrough) — yiikleme esnasinda, 7.
fraksiyon 2, 8. fraksiyon 4, 9. fraksiyon 5, 10. fraksiyon 6. 8 numarali kolonda yer alan ve saflastirma
sonucu elde edilen 4. elusyon fraksiyonunda protein bandimiz baskin bant olarak goziikmektedir. Diger
bantlarin da varligr saflastirmanin g¢ok verimli olmadigini gostermektedir. Ancak tekrar katlama
yapilacagi i¢in saflik derecesine ¢ok dnem verilmemistir. Ayrica iirede ¢ozdiikten sonra kalan ¢okeltide
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de (3 numarali 6rnek) yogun protein bandi gézlenmistir ki bu da ¢ézmenin ¢ok verimli olmadigina isaret
etmektedir.

4.4. Aktivite Analiz Reaksiyonlar1 ve Uriin Analizi

Bu kisimdaki g¢aligmalarimizda, elde edilen lizat direkt olarak aktivite analizinde
kullanilmistir. Her ne kadar suksinik asit aktivite 6l¢iim metodu lizat icin uygun olmasa
da, lizattan aktivite 6l¢ciimii HPLC cihazi ile yapilmistir. HPLC ile direk olarak spesifik
iiriine baktigimiz i¢in lizattan direk olarak aktivite analizine imkan vermektedir. Bu
sekilde protein saflastirmasina gerek kalmadan Onciil bir analiz yapilabilmistir. Ancak

belli durumlarda protein saflastirilmasi da yapilmastir.

Protein eldesi sonucu yapilan SDS-PAGE analizleri ¢ok miktarda TET1 proteininin
hiicre artiklar1 ile beraber ¢oktligiinii gostermistir (inkliizyon cismi). Her ne kadar
proteinin 6nemli kismi1 ¢okmiis olsa da lizat icerisinde bir miktar ¢oziinmiis protein
olabilir. Ayrica yeni ¢alismada kullanilan Triton X-100 bir miktar proteinin aktif sekilde
cozeltide kalmasini saglamis olabilir. Bu amagla protein saflastirmasi yapmadan direk
lizat iizerinde aktivite analizleri yapilmaya baslanmistir. Kisaca, elde edilen
saflastirilmig protein 6rnegi, substrat olarak 60 uM metillenmis 6-mer’lik DNA oligosu
(CGmCGCQG), 2 mM askorbik asit, 2 mM alfa-KG, 200 uM ferrous demir, 2 mM DTT
ve 1 mM ATP ile 1-2 saat veya gece-boyu 37 °C’de inkiibe edildikten sonra bu
reaksiyon karisimi ya HPLC analizi i¢in ya da siiksinik asit analizi i¢in asagida
belirtildigi lizere hazirlanmistir. Kontrol reaksiyonlari da hazirlanarak substrat ve
reaksiyon komponentlerinden kaynaklanan HPLC kromatogram pikleri de tespit
edilmigtir (Sekil 10 ve 11). Aktivite analiz reaksiyonlari tamamlandiktan sonra
reaksiyon karisimi metot kisminda anlatildigr sekilde HPLC analizi i¢in hazir hale
getirilmis ve Orneklerin HPLC ayristirma ile analizi yapilmistir. HPLC cihaz ile

absorbans 260 ve 275 nm’lerde takip edilmis ve ayrica ful spektrum da kaydedilmistir.
Analizler sonrasi elde edilen HPLC kromatogramlar1 asagida verilmistir (Sekil 11).

Uriin olusumunu gosteren bir pik’e (sinyale) rastlanmamistir. Substrat piki

kromatogramlarda belirtilmistir.
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Sekil 4.10. Kontrol amaciyla hazirlanan oligo substratina ait HPLC kromatogrami (sadece 6-merlik DNA
substratt HPLC cihazina yiiklendi). X-ekseni dakika biriminden eliisyon zamanini gdstermektedir.

Reaksiyon komponentleri kaynakl sinyaller

DA1A Sg=2 S 0
: SAUPLERD
i
Mavi-lizatsiz kontrol
14 f

|
Kirmizi-kontrol lizath reaksiyon ‘

Yesil-TET1 lizath ful reaksiyon ‘

Substrat sinyali (6'li DNA)
(daha fazla lizat)

Sekil 4.11. Kontrol ve ful enzimatik reaksiyonlara ait HPLC kromatogramlarinin karsilastirilmasi.

Kontrol reaksiyonlar1 ve ful reaksiyonlar arasinda fiiriin olusumunu gosterecek farkli bir sinyale
rastlanmamistir.

4.4.1. Tekrar Katlanms (Refolded) Protein ile Aktivite Analizleri

Tekrar katlama sonucunda herhangi bir ¢okme olmamis ve protein ¢oziiniir sekilde elde
edilmigtir. Asagida verilen SDS-PAGE analizleri de bu tezimizi dogrulamaktadir (Sekil
12). Ama protein her ne kadar katlanip ¢ozelti igerisinde kalsa da hatali katlandig:
takdirde aktif olmayabilir. Bu nedenle tekrar katlanmis proteinle aktivite analizleri
yapilmigtir. Bu amagla elde edilen aktivite tamponu igerisindeki katlanmis protein,

substrat olarak 60 uM metillenmis 6-mer’lik DNA oligosu (CGmCGCG) veya 20-
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merlik oligo, 2 mM askorbik asit, 2 mM alfa-ketoglutarat, 200 uM ferr6z demir (Fe+2),
2 mM DTT ve 1 mM ATP ile 1-2 saat veya gece-boyu 37 °C’de inkiibe edildikten sonra
bu reaksiyon karigimi ya HPLC analizi i¢in ya da siiksinik asit analizi i¢in asagida
belirtildigi lizere hazirlanmistir. Yapilan aktivite analizlerine bir aktiviteye
rastlanmamistir. Her ne kadar protein katlanmig olsa da aktivite gozlenememesi
proteinin dogru katlanmadigini veya aktiviteye engel bagka bir sebebin varligina isaret

etmektedir.

prote'in . katlanmig
merdiveni TETL

|" = H 80 kDa civarinda katlanmig
175kba = proteinimiz
Lo ]

/

80 kDa

Sekil 4.12. Tekrar katlama sonrast SDS-PAGE jeli (Tablo 2’de yar alan 4.ekspresyon, kisim 2). Suda
¢oOziinen katlanmis 6rnegimizde (denatiire edici ajan olmadan) saf bir halde TET1 band1 goziikmektedir.
Bu durum katlanmanin basartyla gerceklestigini teyit etmektedir.

4.5. Katlanms Proteinden Thrombin Vasitasiyla Histidin-Etiketinin Kopartilmasi

Her ne kadar proteinimiz diyaliz metodu uygulandiginda ¢6kmeden katlanmis goziikse
de katlanmig protein ile yapilan analizlerde aktivite gozlenememistir. Bunun
nedenlerinden birisi proteinde saflastirma amciyla bulunan histidin-etiketi olabilir.
Proteinimizin N-terminaline bagli olan bu kisim (thrombin kesim dizisiyle beraber) eger
ki TET1’in aktif bolgesine yakin yer alip aktif bdlgeye substratlarin baglanmasini
engelleme, irlinlin disartya salimimina engel olma gibi bir durum olusturuyorsa, bu
etiketin kesilmesi proteinimizi aktif hale getirebilir (Sekil 13 — sar1 isaretli kisim histidin
etiketini de igeren N-terminal eklentisini igermektedir). Genimizin dizayninda N-
terminale bagli olan histidin etiketi thrombin kesim dizisi araciligryla TET1’in katalitik
dizisine baghdir. Bu sekilde thrombin enzimi kullanilarak histidin-etiketi
proteinimizden ayirtilabilir. Bu amagla tekrar katlanma sonucu elde ettigimiz proteini
”Thrombin Cleavage Kit”’le birlikte gelen thrombin-agarose parcalariyla kitte belirtilen

kosullarda muamele ettik. Elde edilen proteinden aktivite analizi yapildi. Her ne kadar
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SDS-PAGE f{izerinde protein bandi (Sekil 14) tespit edilemese de, kii¢iik miktarda da
olsa aktif proteinin olma ihtimaline karsin aktivite analizleri yapildi. Siiksinik asit
metodu kullanilarak herhangi bir aktivite gézlenemedi, ancak HPLC analizinde iiriin
olabilecegini diislindiigiimiiz kii¢iik de olsa bir pik’e rastland1 (Sekil 15). Bu sonug bize
denatiirasyon/tekrar katlama metodunun detayli sekilde optimizasyonuyla yiiksek

miktarda aktif protein elde edilebilecegi konusunda ipucu sunmaktadir.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEAAPCDCDGGTQKEKGPYYTHLGAGPSVAAVRELM
ETRFGQKGKAIRIEKIVFTGKEGKSSQGCPVAKWVIRRSGPEEKLICLVRERVDHHCST
AVIVVLILLWEGIPRLMADRLYKELTENLRSYSGHPTDRRCTLNKKRTCTCQGIDPKTC
GASFSFGCSWSMYFNGCKFGRSENPRKFRLAPNYPLHNYYKRITGMSSEGSDVKTGWI
[PDRKTLISREEKQLEKNLQELATVLAPLYKQMAPVAYQNQVEYEEVAGDCRLGNEEG
RPFSGVTCCMDFCAHSHKDIHNMHNGSTVVCTLIRADGRDTNCPEDEQLHVLPLYRL
ADTDEFGSVEGMKAKIKSGAIQVNGPTRKRRLRFTEPVPRCGKRAKMKQNHNKSGSH
NTKSFSSASSTSHLVKDESTDFCPLQASSAETSTCTYSKTASGGFAETSSILHCTMPSGA
HSGANAAAGECTGTVQPAEVAAHPHQSLPTADSPVHAEPLTSPSEQLTSNQSNQQLPL
LSNSQKLASCQVEDERHPEADEPQHPEDDNLPQLDEFWSDSEEIYADPSFGGVAIAPI
HGSVLIECARKELHATTSLRSPKRGVPFRVSLVFYQHKSLNKPNHGFDINKIKCKCKKV
TKKKPADRECPDVSPEANLSHQIPSRVASTLTRDNVVTVSPYSLTHVAGPYNRWV

Sekil 4.13. TET1 katalitik birim amino asit dizisi. Sar1 isaretli kesim N-terminal his-tag ve thrombin
kesim lokasyonunu igeren eklentiyi gdstermektedir.

Sekil 4.14. Tekrar katlama sonrast SDS-PAGE jeli (Tablo 2’de yer alan 4.ekspresyon, kisim 2).
Thrombin ile muamele sonrast SDS-PAGE jeli iizerinde TET1 6rnekleri. Her kolon numarasina karsilik
gelen ornekler su sekildedir: 1. Marker — protein merdiveni, 2. Thrombin Oncesi katlanmis protein, 3.
Thrombinle muamele sonrasi ¢oken protein kismi, 4. Thrombinle muamele sonrasi ¢éziinen (siipernatan)
kisim, 5. Coziinen + ¢oken kisim. Yukarida anlatildigr gibi thrombin muamelesi sonucu proteinin énemli
kismi1 ¢okmiis ve stipernatanda bu kosullarda protein bandi gdzlenmemistir.
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yakinlastirilmis gorintisi

Sekil 4.15. Tekrar Katlama sonrasi thrombinle muamele edilmis enzim ile yapilan aktivite analizi.
Kontrollerle karsilastirildiginda ful enzimatik reaksiyonda kiigiik de olsa farkli bir sinyale rastlanmistir.
Bu sinyal TET1 enzimimiz tarafindan hidroksile edilmis metil sitozin tiirevi olabilir.

4.6. Aktif Enzim Elde Edilmesi Amaciyla SUMO Fiizyon Proteinin Kullanilmasi

TET proteinimizi O6nceki kisimlarda uyguladigimiz metodlarla yiiksek aktiflikte elde
edemedigimiz i¢in alternatif olarak ¢Oziiniirligii artirict bir proteinle fiizyonlanmig
halde ifade etmeyi diisiindiik. Literatiirde ¢oziinmeyen proteinlerin (inkliizyon cisimcigi
olusturan) ¢oziiniir sekilde bakteriyel ifadesi igin gelistirilmis ¢esitli flizyon protein
sistemleri bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlarindan birisi ise
SUMO proteiniyle yapilan fiizyonlardir. SUMO yiiz aminoasitten olusan kiigiik bir
proteindir ve mayadaki SMT3 gen iirliniinden tiiretilmistir (45). SUMO vektorii
iiretilmesi istenilen hedef proteinin hem ekspresyonunu hem de ¢oziiniirliigiinii arttiran
onemli bir etkendir. SUMO vektdriiniin bir bagka 6zelligi olan N terminalindeki 6 adet
histidin aminoasidi bulundurmast da hedef proteinin tespiti ve saflagtirilmasi
asamasinda biiyiik kolaylik saglamistir. Istenilmesi durumunda 6xHis-SUMO eklentisi
SUMO proteaz ile tam olarak kesilebilmektedir. Bunun yaninda vektoriin kanamaysin
diren¢li olmasi protein iiretimi esnasinda her tiirli kontaminasyonun engellenmesine
olanak vermistir. En Onemlisi ise iretimi yapilacak olan TET enzimi ile kinetik
caligmalar yapilabilmesi i¢in proteinin orjinal 3 boyutlu yapisinda ve ¢oziiniir halde elde
etmemizi saglamasi agisindan SUMO vektorii se¢ilmistir. Bunun yaninda, her ne kadar

detaylar1 ve hangi miktarda protein elde edildigi belirtilmese de, SUMO proteiniyle
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yapilan fiizyon sonucu TET1 proteininin bakteriyel ekspresyonu ile aktif enzim elde

edildigi yakin zamanda yayinlanan bir iki calismada ifade edilmistir.

SUMO-TET1 flizyon proteinin  ekspresyonunu saglayacak olan plasmid,
laboratuvarimizdaki diger bir yiiksek lisans ogrencisi tarafindan hazirlanmistir. TET1
genimizi SUMO proteinini kodlayan gene C-terminalinden bagli sekilde iceren bu
SUMO ekspresyon vektorii, pET ekspresyon vektoriine benzer sekilde E.coli
BL21(DE3) hiicreleri icerisinde ifade edilmistir. Ayn1 zamanda C-terminalinde 6X-
Histidin etiketi de bulunmaktadir (Sekil 16).

T7 Terminator

[stop|

N-His SUMO
Kan

2.5 kb

~Terminator

Sekil 4.16. SUMO ekspresyon vektoriiniin ayrintilar: ve genimizin takilacagi kesim.

Bu plazmid, BL21(DE3) hiicrelerine transform edildikten sonra protein ekspresyonu ve
saflagtiritlmas1 yapilmistir. Asagidaki jel 6rneginde goriildiigii gibi ¢ozliniir fraksiyonda
basaril1 bir sekilde protein elde edilmis ve Ni-afinite kolonunda saflagtirma da basaril

bir sekilde yapilmistir.
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SUMO-tet1

175 kDa
(90 kDa)

80 kDa

Sekil 4.17. SUMO-TET]1 fiizyon protein ekspresyonu ve saflagtirmasi sirasinda alinan 6rneklerin SDS-
PAGE jeli tizerinde yiriitilmiis hali. Her kolon numarasina karsilik gelen ornekler su sekildedir: 1.
Marker — protein merdiveni, 2. IPTG indiiksiyonu 6ncesi hiicre lizati, 3. IPTG indiiksiyonu sonrasinda
hiicrelerin lizisi sonrasi elde edilen ¢oken kisim (cell pellet), 4. IPTG indiiksiyonu sonrasinda hiicrelerin
lizisi sonrasi elde edilen temiz siipernatan (clear lysate), 5. Kolondan direk gecen (flowthrough) — yikama
esnasinda, 6. Kolondan direk gegen (flowthrough) — yiikleme esnasinda, 7. Saflastirma islemindeki erken
eliisyon gosteren 4 numarali fraksiyon (kontrol amagl), 8. Saf fraksiyonlarin kombine edilmis hali (pool).
Ozellikle Ni-kolonu saflastirmasi yiiksek molekiil agirlikli bolgede goriilen koyu bant, SUMO-TET1
proteinimizin agirhigi olan 90 kDa ile uyumludur ve proteinimizin basariyla ifade edilip saflastirildigin
gostermektedir.

Coziintir sekilde SUMO-TET!1 flizyon proteini eldesinden sonra aktivite analizlerine
gecilmistir. Onceki boliimlerde anlatildigi sekilde aktivite reaksiyonlari hazirlanmis ve
HPLC ile {riin analizi yapilmigtir. Asagida HPLC analizi sonucu elde edilen
kromatogramlar gosterilmigtir. Goriilen yeni pikler aktif bir sekilde enzim elde
edildigini gostermektedir. Aktivite analiz reaksiyonlarinin detaylart sekillerin altindaki

aciklamalarda verilmistir.
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Sekil 4.18. SUMO-TET! fiizyon protein ekspresyonu yapilan hiicrelerin pargalanmasi sonucu elde edilen
lizat (stipernatant kismi) ile yapilan aktivite reaksiyonlarmin HPLC analizi sonucu elde edilen
kromatogramlari. A) 1 litrelik besiyerde hazirlanan ¢oktiiriilmiis hiicreler 20 ml lizat tamponu igerisinde
¢Oziilmiis ve bu ¢ozeltiden (santrifiij sonrasi siipernatan kismi) 15 ul’lik lizat her bir aktivite analiz
reaksiyonuna eklenmistir. Her bir reaksiyonun toplam hacmi 40 ul olup, ayrica substrat olarak 30 uM
metillenmis 6-mer’lik ¢iftli sarmal DNA oligosu (CGmCGCG), 2 mM askorbik asit, 2 mM alfa-
ketoglutarat, 200 uM ferrous demir (Fe-II), 2 mM DTT ve 1 mM ATP igcermektedir. Reaksiyonlar
kromatogramlarin yaninda belirtilen zaman araliklarinda 37 °C’de inkiibe edildikten sonra bu reaksiyon
karigimi 120 ul metanol ile muamele edilmis ve toplam 100 ul HPLC cihazina yiiklenmistir. 0 saat
seklinde ifade edilen 6rnege 6nce metanol daha sonra ise substrat eklenmistir. Kullanilan tampon ¢dzelti;
50 mM Tris-HCI, pH 7.9 ve 100 mM NaCl igermektedir. Kromatogram iizerinde metile DNA oligomer
substrati ve {iriin oldugu diisiiniilen yeni sinyaller gosterilmistir. Enzim reaksiyonunun 5-hmC, 5-fC ve 5-
caC tirlinleri (ara triinleri) olusturmasi ve ayrica DNA oligomerinin tekli ve ¢iftli sarmal seklinde ¢esitli
kombinasyonlarinin olusabilecegi diisiiniildiigiinde bir¢ok iiriin sinyalinin olusmasi beklenmektedir. B)

Uriinlerin yogun sekilde bulundugu 15-23 dakika bdlgesinin A kromatogramindan biiyiitiilmiis hali.
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Sekil 4.19. Saflastirlmis SUMO-TET! fiizyon protein ile yapilan aktivite reaksiyonlarinin HPLC analizi
sonucu elde edilen kromatogramlari. A) 1 litrelik besiyerden ifade edilen SUMO-TET1 proteini
saflagtirildiktan sonra yaklasik 5 ml’lik toplam saf protein hacminden 15 ul’lik kismi her bir aktivite
analiz reaksiyonuna eklenmistir. Her bir reaksiyonun toplam hacmi 40 ul olup, ayrica substrat olarak 30
uM metilenmis 6-mer’lik ¢iftli sarmal DNA oligosu (CGmCGCG), 2 mM askorbik asit, 2 mM alfa-
ketoglutarat, 200 uM ferrous demir (Fe-II), 2 mM DTT ve 1 mM ATP icermektedir. Reaksiyonlar
kromatogram {izerinde belirtilen zaman araliklarinda 37 °C’de inkiibe edildikten sonra bu reaksiyon
karigimi 120 ul metanol ile muamele edilmis ve toplam 100 ul HPLC cihazina yiiklenmistir. 0 saat
seklinde ifade edilen 6rnege 6nce metanol daha sonra ise substrat eklenmistir. Kullanilan tampon ¢ozelti;
50 mM Tris-HCI, pH 7.9 ve 100 mM NaCl igermektedir. Kromatogram iizerinde metile DNA oligomer
substrat1 ve {iriin oldugu diisiiniilen yeni sinyaller gdsterilmistir. Enzim reaksiyonunun 5-hmC, 5-fC ve 5-
caC tirlinleri (ara triinleri) olusturmasi ve ayrica DNA oligomerinin tekli ve ¢iftli sarmal seklinde ¢esitli
kombinasyonlariin olugabilecegi diisiiniildiigiinde bir¢ok {iriin sinyalinin olusmasi beklenmektedir B)

Uriinlerin yogun sekilde bulundugu 15-23 dakika bdlgesinin A kromatogramindan biiyiitiilmiis hali.
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Sekil 4.20. SUMO-TET]1 fiizyon proteininden SUMO kisminin kesilmesi amactyla saflastiriimis SUMO-
TETI proteininin SUMO ekspres proteaz ile muamele edilmesi sonrast yapilan aktivite reaksiyonlarinin
HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlar1 (proteaz muamelesi sonras1 kesim reaksiyonu karigimi
direk olarak kullanilmig ve herhangi bir ayristirma yapilmamistir). A) 1 litrelik besiyerden ifade edilen
SUMO-TET1 proteini saflastirildiktan sonra yaklasik 5 ml’lik toplam saf protein hacminden proteaz ile
muamele edilmis 15 ul’lik kismi aktivite analiz reaksiyonlarina eklenmistir. Her bir reaksiyonun toplam
hacmi 40 ul olup, ayrica substrat olarak 30 uM metillenmis 6-mer’lik ¢iftli sarmal DNA oligosu
(CGmCGCQG), 2 mM askorbik asit, 2 mM alfa-ketoglutarat, 200 uM ferrous demir (Fe-II), 2 mM DTT ve
1 mM ATP icermektedir. Reaksiyonlar belirtilen zaman araliklarinda 37 °C’de inkiibe edildikten sonra bu
reaksiyon karisimi 120 ul metanol ile muamele edilmis ve toplam 100 ul HPLC cihazina yiliklenmistir.
Kullanilan tampon ¢6zelti; 50 mM Tris-HCI, pH 7.9 ve 100 mM NaCl i¢ermektedir. Kromatogram
iizerinde metile DNA oligomer substrat1 ve iiriin oldugu diisliniilen yeni sinyaller gosterilmistir. Enzim
reaksiyonunun 5-hmC, 5-fC ve 5-caC firiinleri (ara triinleri) olusturmas: ve ayrica DNA oligomerinin
tekli ve ciftli sarmal seklinde ¢esitli kombinasyonlarmin olusabilecegi diisiiniildiigiinde birgok {iiriin
sinyalinin olugmasi beklenmektedir. B) Uriinlerin yogun sekilde bulundugu 18-22 dakika bdlgesinin A
kromatogramindan biiytitiilmiis hali.

SUMO-TET!1 fiizyon proteininden lizat ve saflagtirilmig protein ile yapilan aktivite
analizlerinin HPLC kromatogramlar1 (Sekil 18 ve 19) incelendiginde, bekledigimiz
bolgede zamana bagli yeni sinyallere rastlanmaktadir. Ozellikle 16.2 dakika, 20.0
dakika ve 20.8 dakika civarinda gozlenen ve zamana bagli olarak artan sinyaller, yeni
iirlin ve ara irlin olusumuna isaret etmektedir. Ayrica sekil 19 ve 20°de, 21.0 ve 21.2
dakika civarinda da kiigiik de olsa zamana bagli olusan iki sinyal géze ¢arpmaktadir. Bu
iki sinyalin 6zelligi orta zaman aralifinda maksimuma ulasip ge¢ zaman araliginda
azalmalaridir. Ayrica bu sekilde zamana baglh artip azalma sekil 20°deki 20.4 dakika
sinyalinde de agikga goriilmektedir (Ozellikle sekil 20°deki 4 ve 16 saat
kromatogramlari karsilastirildiginda). Bu durum bu sinyallerin 5-hmC ve 5-fC’e veya
bunlarin olusumunda yer alan gecici ara liriinlere ait olabilecegine isaret etmektedir.
16.0 ve 19.7 dakika civarindaki sinyaller ise siirekli artig gostermekte oldugundan 5-caC
ve tiirevi olan son iiriin yapilara ait olma ihtimali yiiksektir. Detayli analizlerimiz biitiin
kromatogramlarda 8.5 dakika civarinda gelen sinyalin lizat veya protein kaynakli

oldugunu gostermektedir. Her ne kadar TET1 reaksiyonunda iki ara iirtin (5-hmC, 5-fC)
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ve bir son urun (5-caC) bekliyor olsak da, baz1 kromatogramlarda 6’ya kadar yeni sinyal
olustugu gozlenmistir (Sekil 20). Bu sinyallerden bazilari ara iirlin ve {irtin olusumu
esnasinda olusabilecek gecici ara iiriinler (5-hidroperoksi metilsitozin gibi) veya DNA
oligomerinin tekli ve ¢iftli sarmal seklinde cesitli kombinasyonlarinin olusturabilecegi

molekiillerdir.

Her ne kadar yeni sinyallerin olusumu TET1 aktivitesine isaret etse de, uzun reaksiyon
stirelerine ragmen substrat tamamen tiikkenmemis olmakla beraber {iriin sinyalleri de
diisikk seviyede kalmistir (Sekil 19). Diisiik aktivitenin, SUMO proteinin TET1’e
flizyonlanmis olmasindan dolay1 olabilecegi diisiinlilerek, SUMO proteaz enzimi
vasitasiyla fiizyon proteinin kesimi saglanarak aktivite analizi tekrar yapilmistir (Sekil
20). Ancak aktivite miktarinda 6nemli bir farklilik gozlenmemistir. Aktivitenin bu
sekilde diisiik kalmasimin baska nedenleri olabilir. Ornegin, saflastirma sirasinda aktif
bolgeye baglanan hiicre kaynakli DNA oligomerleri katalizi inhibe ediyor olabilir veya
kullandigimiz DNA oligomer substratindaki safsizliklar inhibisyona yol agiyor olabilir.
Ideal aktivitenin elde edilmesi bu tiir olasiliklarin gz &niine alinarak detayl
optimizasyon calismalarinin yapilmasii gerektirmektedir. Ayrica kiitle spektroskopisi
yardimiyla her bir sinyalin tam olarak hangi ara iirlin veya iiriine karsilik geldiginin
analizi, lizerinde yogunlagilmasi1 gereken sinyaller hakkinda onemli ipuglari sunarak

optimizasyonu kolaylastiracaktir.
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5. TARTISMA

Bu calisgmamizda farkli kosullarda TET1 proteininin katalitik bdlgesinin aktif ve
¢oOziiniir bir sekilde ekspresyonuna calistik. TET proteini izoformlar1 tibbi agidan
onemli, epigenetik profili etkileyen ve yaklasik 8 sene Onceki kesfiyle de epigenetik
konusuna bambaska bir bakis agis1 getirmis olan enzimlerdir (14),(16). Bu agidan bu
enzimlerin mekanizma ve kinetikleri acisindan incelenmeleri fizyolojik etkilerine ve
calisma prensiplerine 151k tutmasi acisindan 6nem arz etmektedir. Bu sekilde bir
inceleme, ¢ozelti icerisinde saflagtirilmis enzim ile yapilacak calismalarla miimkiindiir.

Bunun i¢in ise yiiksek miktarda aktif rekombinant protein eldesine ihtiya¢ vardir.

Calismamizda, TET1 protein ekspresyonunun en verimli bir sekilde aktif protein
vermesi icin farkli ekspresyon kosullar1 denenmistir. Yine Nikel kolonu ile protein
saflagtirmast metodu bagarili bir sekilde uygulanmistir. Ancak iiretilen protein
coziinmeyen kisimda kaldigi ve/veya aktif olmadigi icin aktif bir sekilde saf protein
elde edilememistir. Deterjan ekleme ve denatiirasyon/katlama metodlariyla yeni
denemeler yapilmistir. Her ne kadar deterjan eklemeyle bir sonu¢ alinamasa da,
denatiire edip tekrar katlama calisir géziikmektedir. Ancak enzimin katlandiktan sonra
aktifligi heniiz teyit edilememistir. SDS-PAGE jel goriintiileri proteinimiz denatiire

kosullarda basariyla saflastirildigini ve katlandigini1 gostermektedir.

Yukarida anlatildig: lizere ekspresyon sonrasi ¢cokmiis halde (inkliizyon cisimcigi) elde
edilmig TET1 proteini 8 M f{ire igerisinde ¢Oziildiikten sonra basariyla katlanmasi
saglandi. Denatiire edilmis 8 M iireli ¢ozeltiden {ire uzaklastirilinca temiz ve seffaf bir
cozelti elde edildi ki bu durum proteinimizin katlandigin1 géstermektedir. Her ne kadar
proteinin aktifligi heniiz kesin olarak teyit edilemese de, thrombin ile kesim sonrasi

proteinimizin aktif olabilecegine dair bir sinyal HPLC’de gézlenmistir.

Ozellikle “inkliizyon cisimcigi” olarak protein ifadesi bakteri hiicresinden yiiksek
miktarlarda protein eldesine imkan vermektedir (38). Bu ¢alismamizda TET1 proteini

2

katalitik bolgesinin ” inkliizyon cisimcigi” kismindan denatiirasyon/tekrar katlama
yoluyla ¢oziiniir bir sekilde katlanabilmesinin gosterilmesi, bu enzimin ¢ok miktarda

elde edilmesi igin literatiirde olmayan 6nemli bir yontem sunacaktir. Bunun i¢in bu
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yontem iizerinde optimizasyon c¢aligmalar1 yapilarak tam aktif enzim eldesi
caligmalarina agirlik verilmelidir. Ozellikle proteinin 6nemli kisminin thrombin
muamelesi sirasinda ¢okmesi diislik aktivitenin sebebi olabilir. Diger bir ihtimal de,
proteinimizin histidin etiketi ve ona bagli ekstra dizi tarafindan kararli halde tutulmasi
ve bu dizi kesildigi anda proteinin ¢okmeye baslamasidir. ileriki calismalarda dzellikle
protein denatiirasyonu ve katlanmasinin farkli asamalarinda thrombin muamalesinin
yapilmasi ve bu asamalarda proteinin katlanmasina yardim edecek askorbik asit gibi

maddelerin eklenmesi de diistiniilmelidir (30).

TET proteinimizi normal protein ifadesi, deterjan ve denatlirasyon/tekrar katlama
yollartyla istedigimiz aktiflikte elde edemedigimiz igin literatiirde bu tiir proteinleri
ifade etmenin degisik yollarin1 arastirdik. En gliglii alternatif metodlardan birisi olan
flizyon proteini olusturmayr sectik. Kisaca, bu metod ¢oziinme problemi olan
proteinlerin yiiksek ¢oOziintirliikkteki proteinlere baglanmasiyla olusturulan fiizyon
proteinine dayanmaktadir. Genellikle kii¢iik boyutta ve suda coziiniirliigii yiiksek olan
bu fiizyon proteinleri, ifade etmek istedigimiz proteine genetik yollardan baglanarak
bakteri icerisinde bitisik sekilde ifadeleri saglanmaktadir. Literatiirde ¢dzlinmeyen
proteinlerin bakteriyel ifadesi icin gelistirilmis c¢esitli fiizyon protein sistemleri
bulunmaktadir. SUMO proteiniyle yapilan fiizyonlar en yaygin olan flizyon

sistemlerinden biridir (45).

Calismalarimizda, SUMO-TET1 proteininin basarili bir sekilde bakteri hiicreleri
icerisinde ifadesini gergeklestirdik. Hiicre lizat1 ve saflagtirilmig proteinle yaptigimiz
zamana bagli aktivite reaksiyonlarim1 HPLC cihazi ile analiz ettigimizde,
kromatogramlar iizerinde ara {iriin ve iirliin olusumuna isaret eden bir ¢ok yeni sinyale
rastladik. Onceki denemelerde gérmedigimiz bu sinyaller, fiizyon sistemimizin basarili
bir sekilde aktif TET1 iirettigini gostermistir. Ozellikle baz1 sinyallerin zamana baglh
artip daha sonra azalmalart bu sinyallerin ara {iriinlere ait oldugunu teyit etmektedir.
Sinyallerin eliisyon zamanlar1 ve substrat olan DNA oligomerinin eliisyon zamani (5-
mC iceren 6’li oligomer) Onceki literatliir ¢alismalartyla karsilastirildiginda, bu
sinyallerin en azindan bir kisminin 5-hmC, 5-fC ara iiriinleri ve 5-caC son iirlinline ait
oldugu net bir sekilde goriilmektedir (41). Bazi analizlerde 5-6 farkli {irline ait
olabilecek sinyal goriildiigli olmustur. Fazla miktarda sinyal goriilmesinin iki ana sebebi

olabilir. Bunlardan birincisi, kararli ara triinler 5-hmC ve 5-fC ile son iiriin 5-caC
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olusumunda gecici olarak olusan baska ara iirlinlerin varligidir. Mesela, 5-hmC
olusumu, 5-hidroperoksi metilsitozin ara {riinii iizerinden olabilir ki bu ara {irliniin
varligi bazi calismalarda gosterilmistir (46). Ikinci sebep ise, substrat olarak
kullandigimiz 5-mC iceren DNA oligomeri reaksiyon kosullarinda ¢ift sarmaldir ve her
iki sarmal da 5-mC icermektedir. Reaksiyon esnasinda, sarmallardan birindeki 5-mC ile
diger sarmaldaki 5-mC farkli seviyelerde katalize ugramis olabilir. Ayrica reaksiyon
esnasinda veya analize hazirlamada DNA susbtratin bir kismi tekli sarmal halinde de

bulunabilir. Bunlarin sonucu farkli sinyaller gézlemlemis olabiliriz.

SUMO-TET]1 fiizyon protein ile aktiviteyi tespit etmis olsak da, zamana bagh aktivite
seviyeleri tam olarak istedigimiz diizeyde degildi. Uzun zaman inkiibasyonlarindan
sonra bile Oonemli miktarda substratin harcanmadan durdugunu tespit ettik. Bunun
olusumuna bir sebep olarak fiizyon proteininin SUMO kismmin TET1 kisminin
aktivitesini azaltabilecegini diisiindiik. Ornegin, SUMO kismi TET1’in subtrat giris
kismin1 kapatiyor olabilir ve bu yiizden aktivitemiz diisiik kalmig olabilir. Bu nedenle
SUMO proteaz enzimiyle flizyon proteinin kesimini saglayarak aktivite analizini
denedik ancak aktivite miktarinda 6nemli bir degisiklik gézlemlemedik. Bu sekilde
diisiik aktivite elde etmemizin baska sebepleri de olabilir. Proteinimizin inhibisyonuna
neden olan molekullerin reaksiyon igerisinde bulunmasi olasi nedenlerdendir. DNA
oligomer substratimizdaki herhangi bir safsizlik veya protein saflastirma sirasinda
bakteri hiicresinden gelen DNA parcalarinin enzimin aktif merkezini doldurarak
substrat girigini engellemesi bunlardan bazilaridir. Ayrica reaksiyonun diger bilesenleri
de hem safsizlik hem de konsantrasyon agisindan optimize edilmelidir. Istenilen yiiksek
aktivitenin eldesi detayli optimizasyon calismalarim gerektirmektedir. Ornegin, DNAaz
enzimi kullanilarak olast inhibisyona yol agan DNA oligomerlerinin parcalanmasi,
SUMO proteazla kesim sonrasi tekrar protein saflastirmasi yapilmasi, proteinin 3-
boyutlu yapisinin dairesel dikroizm gibi metodlarla kontrol edilmesi, daha cok
saflastiritlmis substrat ve kosubstratlarin kullanilmasi bu optimizasyon agamalarinda
denenmesi gereken basamaklardandir. Bunun yaninda, kiitle spektroskopisi yardimiyla
HPLC kromatogramlarinda gozlenen her bir sinyalin tam olarak hangi ara {iriin veya
iiriine karsilik geldiginin analizi de 6nemlidir. Bu sekilde, aktivite ile iligkili olmayan
sinyallerin analizi yerine sadece liriin ve ara {iriin olarak teyit ettigimiz sinyallere
yogunlasarak optimizasyon yapabiliriz. Bu ¢alismamizda elde ettigimiz veriler, bu tiir

bir optimizasyonun yapilmasi i¢in 6nemli bir zemin olusturmaktadir. Bu sekilde ytiksek
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miktarda TET1 eldesi kolay ve standart bir metod haline getirilirse, TET enzimleri
iizerine detayl kinetik ve mekanistik caligmalarin yapilmasina olanak saglayacak aktif

rekombinant protein iiretimi yapilmig olacaktir.
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6. SONUC

Yiiksek miktarda aktif rekombinant TET1 {iretimi, epigenetik acidan biiyiik 6nem arz
eden ve DNA demetilaz enzimi olan TET proteinleri {lizerinde detayli kinetik ve
mekanistik caligmalarin yapilmas1 agisindan gereklidir. Bu c¢alismamizda, TET1
proteini katalitik bolgesinin rekombinant olarak bakteride {iretimi i¢in ¢esitli metodlar
denedik. Ilk olarak kodon optimizasyonu yapilmis sentetik plazmid genimizi E.coli
icerisinde farkli ekspresyon kosullarinda ifade etmeye calistik. Ancak uygulanan
kosullarin bir kisminda protein ifadesi goziikse de, elde edilen protein suda ¢oziinmedi
ve hiicre pargaciklariyla ¢oken kisimda kaldi. Daha sonra deterjan kullanimi ve
denatlirasyon/tekrar katlama yollari ile protein ifadesine ¢alisildi. Denatiirasyon/tekrar
katlama basarili bir sekilde ¢oziiniir TET1 eldesine olanak verse de, elde edilen protein

ile demetilasyon aktivitesi gdzlenemedi.

Daha sonra ise ¢oziinlir ve aktif protein eldesi icin SUMO-TET1 flizyonu kullanildi.
SUMO ve TET1 proteinlerinin bitisik bir sekilde ifade edildigi bu ¢alismamizda basarilt
bir sekilde aktif enzim elde ettik. Aktivite reaksiyonlarinin analizleri net bir sekilde bu
reaksiyonda beklenen ¢esitli ara iiriin ve {irlinlerin olusumunu gosterdi. Boylelikle bu
calisgmamizda aktif rekombinant TET1 eldesini gostermis olduk ve olusan iirlinlerin
cesitliliginin analizi, aktivitenin artirilmasi gibi ileriki ¢alismalar i¢in zemin hazirlayan

onemli bilgiler elde ettik.
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