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OZET

BAKTERI YUZEY GOSTERIM TEKNIGI iLE REKOMBINANT NUKLEAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI

Dogan Y. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Biyoteknoloji Anabilim Dah (Disiplinlerarasi), Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Proteinlerin tiretimini kolaylagtirmak ve verimini artirmak igin rekombinant teknoloji siirekli
gelistirilmektedir. Boylece diisiik miktarda iiretilen proteinlerin liretimleri artirilabilir ve bunun
sonucu olarak maliyetleri diiser. Giinlimiizde rekombinant protein iiretimi i¢in siklikla
kullanilan tekniklerden biri de gosterim teknigidir. Gosterim teknigi ile fiizyon proteinler
hedeflenebilir ve hiicre veya bakteriofajin dis yiizey proteinlerine eklenir. Gosterim teknigi yeni
protein tasarlamada oldukga kullanighdir.

Hiicre igerigindeki ¢esitli proteinler arasindan hedeflenen proteini izole etmek karmasik bir
islemdir. Bu ¢alismada gosterim teknigi, sentezlenen hedef protein streptodornazi saflastirmada
kullanilmigtir. Bu amagla Ipp, ompA ve spdl genleri igin primerler dizayn edilmis, ¢ogaltilip
birlestirilen bu genler plazmide aktarilmis ve flizyon protein halinde E. coli’de sentezi
saglanmistir. Ardindan E. coli membrani izole edilmis ve enterokinaz kesimi ile Spd1 enzimi
membrandan ayrilmistir. Membran proteinleri santrifiijle uzaklastirildiktan sonra Spdl
enziminin saflagtirildigi SDS-PAGE yontemiyle dogrulanmaistir.

Sonug olarak klinikte kullanim alani bulunan streptodornaz enziminin bakteri gosterim teknigi
ile saflagtirilmasi ve bu amagla rekombinant olarak iretilmesi, diger klasik saflastirma
prosediirlerine kiyasla oldukca hizli ve diisiik maliyette gerceklestirilmistir. Tez caligmamiz
kapsaminda laboratuvarimizda gelistirilen bu yontem, diger pek ¢ok hidrofilik, rekombinant

protein i¢in de kullanigh olacaktir.

Anahtar Kelimeler; Bakteri gosterimi, Lpp-OmpA, streptodornaz



ABSTRACT

NUCLEASE ENZYME PURIFICATION BY BACTERIAL SURFACE DISPLAY
TECHNIQUE

Dogan Y. Aydin Adnan Menderes Aydin Adnan Menderes University Health Sciences
Institute of Molecular Biotechnology (Interdisciplinary), Master’s Thesis, Aydin, 2020.

Recombinant protein technology is constantly being developed to facilitate the production of
proteins and their effiency. Thus, amount of produced protein can be increased by this
technique, and as a result, their costs decrease. One of the techniques frequently used to design
recombinant protein is display technique. Fusion proteins can be targeted by the display
technique and bind to the outer surface proteins of the cell or bacteriophage. The display
technique is very useful in designing new proteins.

Targeted protein isolation from any cell is a complex process because cells have many
functionally or structurally different proteins. In this study, the display technique is used to
purify the target protein which is synthesized by a recombinant E. coli. For this purpose, primers
have been designed for Ipp, ompA and spdl genes. These genes were amplified and combined,
then transferred in a plasmid and cloned into E. coli as a fusion protein. After that, E. coli
membrane was isolated and the Spd1 enzyme was cleavaged by enterokinase. Then membrane
proteins were removed by centrifugation, the purified Spdl enzyme was visualized on SDS-
PAGE gel.

As a result, the purification of the streptodornase enzyme, which is used clinically, with
bacterial display technique. By this way, it was produced recombinantly with a very fast way
and low cost compared to other classical purification techniques. This method, developed in
our labratory within the scope of our thesis, will be useful for many other hydrophilic,

recombinant proteins.

Keyword: Bacterial Display, Lpp-OmpA, streptodornase



1. GIRIS

Enzimler ve diger proteinler endiistri ve saglik alaninda oldukga biiyiikk 6neme sahiptir.
Onceden ihtiya¢ duyulan proteinler, o proteini iiretebilen canlilardan izole edilerek
saglaniyordu. Bu durum protein maliyetlerini biiyiik ol¢iide artirmaktaydi. Teknolojinin
gelismesi ile birlikte ihtiya¢ duyulan proteinler rekombinant olarak fiiretilmeye baslandi.
Oldukga hizli iireyebilen mikroorganizmalar kullanilarak hedef proteinin biiyiik miktarlarda
tretilmesi saglandi (Cho, 2005). Ayrica rekombinant proteinler tasarlanabildigi igin
modifikasyonlarla dogal proteinlere gore daha avantajli olanlarin iiretilmesi miimkiin hale
gelmistir. Rekombinant protein liretmede kullanilan tekniklerden biri de gosterim teknigidir

(Kumar ve ark, 2019).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gosterim Teknigi

Gosterim teknigi proteinlerin rekombinant iiretimi i¢in yaygin kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemin faydalarindan birisi de sentezlenen proteinden, onu kodlayan gen dizisini bulmay1
miimkiin kilabilmesidir. Bu amagla hedef proteinin onu kodlayan mRNA’dan veya hiicreden
ayrilmamast saglanir. Hedef protein antikor ile yakalandiginda onu sentezleyen
hiicre/mRNA’da yakalanmis olur. Gosterim teknigi dort farkli sekilde uygulanabilir (Nakanishi
ve ark., 2008);
a- Ribozom Gosterimi; protein sentezinde, polipeptid sentezi tamamlaninca MRNA,
ribozomdan ayrilarak pargalanir. mRNA dizisinin 5’ ve 3’ uglarma “steemloop” dizileri
eklenerek mRNA’nin parcalanmasi engellenir (Sekil 1a). Ayrica protein sentezinin bitiminde
mRNA’nin ribozomdan ayrilmasini engellemek icin, ilgili gendeki “stop kodonu” diziden
cikarilir. Boylece sentez tamamlandiginda mRNA ribozomdan ayrilamaz ve protein-mRNA-
ribozom kompleksi olusur (Pliickthun, 2012).
b- mRNA Gosterimi; mRNA dizisinin 3’ ucuna puromisin baglanir. Puromisin, tyrozil-
tRNA vyerine gecerek sentezlenen peptide baglanir. Bdylece protein-mRNA fiizyonu
olusturulmus olur (Sekil 1b). Antikor kapli bir ylizey sayesinde protein yakalanir ve mRNA
dizisine ulasilir (Pliickthun, 2012).
c- Faj Gosterimi; faj kapsid veya kuyruk proteinlerinin gen dizilerine hedeflenen gen dizisi
de eklenir. Boylece faj tiretildiginde dis yilizeyine hedeflenen protein eklenmis olur (Sekil 1c).
Bu proteine uygun antikor sayesinde bu proteini kodlayan faja ve faj niikleik asidine eklenmis
hedef proteini kodlayan gene ulasilir (Bazan ve ark., 2012).
d- Hiicre Yiizey Gosterimi; proteini kodlayan gen biliniyorsa 0karyot veya prokaryot
hiicrelerin membran proteinlerini kodlayan gen dizilerine sentezlenmek istenen proteinin gen
dizisi eklenebilir (Stahl ve Uhlen, 1997; Uchanski ve ark., 2019). Boylece hedef protein, hiicre
membraninin ekstraseliiler yilizeyinde membran proteinin uzantist seklinde gosterilir. Bu
yontem ile sentezlenen proteinler ortam ile etkilesimde daha basarilidir. Ciinkii etkilesime

gegecekleri bilesenleri hiicre i¢cine almadan dogrudan etkilesim saglanir (Sekil 1d).
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Sekil 1. Farkli gosterim tekniklerine ait gorseller. a) ribozom gosterimi; hedef genden stop
kodonu ¢ikarilarak mRNA’nin ribozomdan ayrilmasi engellenir. Sentezlenen hedef gen,
ribozom ve mRNA bir kompleks olusturur. Hedef proteine afinite gosteren bir yiizey ile bu
kompleks baglanir ve mRNA dizisi elde edilir (Pliickthun, 2012). b) mRNA gosterimi; hedef
geni kodlayan mRNA’nin 3’ ucuna tirozil tRNA analogu olan puromisin antibiyotigi baglanir.
Protein sentezi sirasinda puromisin, tirozilin baglanacagi yere baglanarak gen anlatimim
durdurur ve mRNA’y1 polipeptide baglar. Ribozomun uzaklasmasi ile mRNA-protein
kompleksi olusur. Hedef proteine afinite gosteren yilizey ile mRNA elde edilir (Pliickthun,
2012). c) faj gosterimi; hedef protein gen dizisi faj ylizey proteinlerinden biriyle birlestirilir.
Faj iretilirken yiizey proteini ile birlikte hedef protein de {iretilir. Hedef proteine afinite

gosteren yiizey ile fajlar yakalanir ve gen dizisine ulasilir (Bazan ve ark., 2012). d) hiicre yiizey
2



gosterimi; hiicre ylizeyinde bulunan farkli proteinler gésterim igin secilebilir. N terminal, C
terminal ya da insersiyon gosterimi i¢in farkli yiizey proteinleri kullanilabilir. Hedef proteine
ait gen dizisi yiizey proteinine ait gen dizisi ile birlestirilir ve birlikte anlatim yapmalar1 saglanir

(Lee ve ark., 2003).

Protein iiretiminde yaygin kullanilan iki teknik vardir (Gupta ve ark., 2019). Bunlardan
biri sentezlenen proteini hiicre disina salgilatmaktir. Besiyerine salgilanan proteini elde etmek
icin, besiyerindeki proteinlerin ¢oktiiriilmesi gerekmektedir. Bu islem de maliyeti artirmaktadir.
Diger yontemde ise sentezlenen protein hiicre i¢ine hapsedilir. Fakat hiicre i¢inde sentezlenen
protein, hiicre icin zararli olabilir. Bu da sentezin belirli diizeyde kalmasina sebep olur. Ayrica
hiicre igerigini aciga ¢ikarmak, istenmeyen protein etkilesimlerine sebep olabilir. Bu yiizden
protein iliretmede alternatif olarak gosterim teknigi kullanilabilir.

Gosterim teknigi ile iiretilen protein hiicre membraninda sabitlenir ve basit bir santiftiij
islemi ile membran eldesi saglanir. Bdylece proteinin eldesi daha hizli ve kolay olarak saglanir.
Hiicrelerin membran yiizeylerinde sentezlenen proteinlerin ¢esitli fonksiyonlar1 vardir
(Koebnik ve ark., 2000). Bu proteinler, diger hiicrelerle etkilesimini saglama, hiicre
sinyalizasyonu ve konak hiicreyi tanima gibi fonksiyonlar1 yerine getirir. Ornegin; E. coli’de
imnitin proteini konak hiicreye baglanmay1 saglarken OmpA proteini hiicre membraninin
biitiinligiinii korumada gorevlidir. Bu proteinler sentezlendikten sonra hiicre sitoplazmasini
gecgerek hiicre membranina ulagmali ve ardindan membrandan gegerek membranin dis yiizeyine
tutunmalidir. Bu asamalar Gram negatif bakterilerde dig membran tercih edildigi i¢cin Gram
pozitif bakterilere gore daha zordur. Sentezlenmek istenen proteinin iki membrani da
gecebilmesi gerekir.

Bakteri gosterim tekniginde fimbri, flagella, OmpX, CPX (Rekombinant OmpX), OmpA
ve Lpp-OmpA proteinleri kullanilabilir. Sentezlenmek istenen proteinin boyutuna gore bu

proteinlerden uygun olanlar segilebilir (Daugherty, 2007).



Gosterim teknigi ilk olarak 1985 yilinda, faj gosterim teknigi olarak kullanilmistir. Fakat
faj gosteriminde ¢ok biiylik proteinlerin gosterilmesi miimkiin degildir. Bu eksikligi kapatmak
icin 1986 yilinda bakteri gdsterim teknigi ortaya cikmistir. Freudl ve ark. OmpA proteinini,
Charbit ve ark. ise LamB proteinini gosterim tekniginde kullanmislardir. Freudl ve ark. (1986),
OmpA proteinine bir baglayici (linker) yardimi ile bir peptid eklemis ve bu eklenen peptid ile
OmpA proteini Proteinaz K ile kesilebilir hale gelmistir. Bu kesim de OmpA proteininin bagka
bir peptid ile flizyon edildigini gostermistir. Charbit ve ark. (1986), LamB proteininin gosterim
teknigine olduk¢a uygun oldugunu kesfetti. Bakteri yiizey gosterim tekniginin bakteriyel as1
gelistirmede kullanilabilecegini gosterdi. Bu ¢alisma goOsterimi yapilan proteinin hiicre
fonksiyonunu bozmadigina ilk kanitt1.

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde gosterim i¢in kullanilan yiizey proteinleri Sekil
2’de verilmistir. Gram negatif bakterilerde gosterimi yapilacak proteinin, hiicre yiizey
proteinine ii¢ farkli sekilde fiizyonu gergeklestirilebilir. Hiicre ylizey proteinin N terminaline,
C terminaline ve proteinin ortasinda bir yerine gosterimi yapilacak protein eklenebilir. OmpA,
OmpX, FhuA, FliTrx, FimH proteinleri “insersiyon” denilen protein dizisinin orta bir kismina
peptid eklenmesi ile gosterim tekniginde kullanilmaktadir. OmpA icin genelde hiicre disi
yiizeyindeki 4 doniisten birinde insersiyon yapilir. Fakat boyut olarak ¢ok biiyiik proteinlerin
gosterimine uygun degildir. OmpX proteininin N ve C terminalleri periplazmaya bakmaktadir.
Fakat protein sentezinin baglangi¢ ve bitis noktalarimin yeri degistirilerek OmpX’in N ve C
terminal gosterimi i¢in uygun hale getirilmis bir versiyonu gelistirilmis ve CPX olarak
adlandirilmigtir. CPX’in N ve C terminalleri hiicre dis yiizeyine baktigi i¢in N ve C terminal
gosterimine uygundur. Bu 6zelligi daha biiyilik proteinlerin gdsterimini miimkiin kilmigtir. N
terminal gosterimi i¢in EstA, AIDA-I ve IgA protease gibi ylizey proteinleri de uygundur. C
terminal gosteriminde ise invasin proteini ve Lpp-OmpA flizyon proteini kullanilmaktadir.
OmpA proteininin C ve N terminalleri periplazmaya baktig1 i¢in terminal gdsterimine uygun
degildir. Fakat OmpA’nin bir boliimii yeniden sentezlenerek C terminalin hiicre dis1 yiizeye
bakmasi saglanmistir. Gram pozitif bakterilerde ise gosterimi yapilacak proteinin
peptidoglikana kovalent olarak baglanabilen bir proteinle fiizyonu yapilir. Boylece hedef
protein hiicre peptidoglikanina tutunmus olur (Daugherty, 2007).
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Sekil 2. Bakteriyel gosterim teknikleri; insersiyon, C terminal ve N terminal gosterimlerinde
kullanilabilecek membran proteinleri. Yesil renkli kisimlar gosterim vektorii proteinini, mavi
renkli kisimlar gosterimi yapilan proteini temsil etmektedir. Sar1 renkli kisim peptidoglikani

temsil etmektedir.

2.2. Bakteriyel Gosterimin Kullanim Alanlar:

Bakteriyel gosterim bir¢ok alanda kullanilabilir (Lee ve ark., 2003). Bunlar (Sekil 3);
a. Afinite temelli goriintiileme; gosterimi yapilan proteine baglanma yetenegi olan isaretli
molekiiller kullanilir.
b. Antikor epitop haritalamasi; antikor spesifikligini tespit etmede kullanilan bir
yontemdir. Hiicre yiizeyinde gosterimi yapilan epitoplara, isaretlenmis antikorlarin

baglanma miktarlart 6l¢iiliir.



c. Enzim substratinin tanimlanmasi; enzimler i¢in en iyi substratin belirlenmesinde
kullanilan bir yontemdir. Birim zamanda tiiketilen substrat miktar1 6l¢iilerek en verimli
substrat belirlenir.

d. Asilama; bakteri yiizeyinde hedef antijen gosterilir. Tek tip ya da birden fazla antijen
ayn1 bakteride gosterilebilir. Antijen membran yilizeyinde oldugu i¢in immun cevap
daha hizli olusturulur. Ayni zamanda bakteri hiicresi kendisi bir uyaran oldugu i¢in ilave

adjuvan verilmesine gerek kalmaz.
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Sekil 3. Bakteri hiicre yiizey gosterim tekniginin kullanim alanlart (Lee ve ark., 2003).
Bakteriyel gosterimin oldukg¢a genis kullanim alanlar1 vardir. Bu esnekligi gosterim teknigini

oldukca kullanigh kilmastir.

Tez calismamizda bakteri ylizey gosterim teknigi yukarida bahsedilen kullanim
alanlarinin disinda rekombinant enzim saflastirilmasi i¢cin denenmistir. Bu amagla Lpp-OmpA
flizyon proteini ile olusturulacak gésterim vektort kullanilmistir. E. coli membran proteinleri
olan lipoprotein ve dis membran proteini A (OmpA) ile olusturulan fiizyon protein, gésterimi

yapilmak istenen proteini hiicre dig membraninda sabitlemek i¢in kullanilmistir.



2.3. Gosterim Vektoruniinde Kullanilacak Proteinler

2.3.1. Lipoprotein

Lipoprotein (Lpp), E. coli dis membraninda bulunan, peptidoglikana bagli ya da serbest
sekilde bulunan bir proteindir. Protein N terminali ile dis membrana tutunurken C terminali ile
peptidoglikana tutunur (Hantke ve Braun, 1973). N terminalinde 20 aminoasitlik sinyal peptidi
iceren 78 amino asitten olusur. 7,2 kDa boyutunda olan bu protein hiicre membran1 boyunca
tclii gruplar halinde bulunmaktadir (Sekil 4). Membranda yaklagik 250 000 kopyast
bulunmaktadir (Babu ve ark., 2006). Dis membranin peptidoglikana tutunmasini saglar.
Boylece dis membran hiicreden ayrilmaz ve hiicre stabilitesini artirmis olur. Ayrica hiicre

boliinmesi ve biiylimesinde yasamsal rolleri vardir (Nakayama, 2012).
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Sekil 4. E. coli dis membran yapisi. Lipoprotein, dis membranin periplazmaya bakan yiizeyinde
capalanmis sekilde duran bir proteindir (Solda). Ug lipoprotein biraraya gelerek dis membram

peptidoglikana baglar (Sagda, Boags ve ark., 2019).

2.3.2. D1s Membran Proteini A (OmpA)

Dis membran proteinleri (Omp’ler) bakteriyel gosterim tekniginde sik¢a kullanilan
membran proteinleridir. Bu proteinlerden biri de OmpA proteinidir. OmpA i¢in kodlanan gen
(tolG) E. coli’de 1974 yilinda tanimlanmus ve ilgili proteinin 1977 yilinda dis membranin ana
bilesenlerinden oldugu anlagilmistir (Chai ve Foulds, 1977). B-Barrel yapida bulunan OmpA
iyon tagimada gorevlidir. Yaklasik 35 kDa boyutundadir. N terminalinde bulunan 171 aminoasit
transmembran gorevi goriir ve membrani 8 defa gecer (Gophna ve ark., 2004). C terminalindeki
155 aminoasit ise periplazmik bosluga bakacak sekilde birikmistir. Boylece hem C terminal
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hem N terminal periplazmaya bakmaktadir. Bu yapinin olusmasi i¢in protein, membranin
periplazma kisminda 3 doniis yaparken membranin hiicre dis1 kisminda 4 doniis yapmistir

(Sekil 5). D1s ylizeyde bulunan 1. ve 2. doniisler endotel hiicrelerine baglanmada etkilidir.

Sekil 5. OmpA proteininin ii¢ boyutlu yapisi (a) ve sematik gosterimi (b). OmpA proteini N
terminal ve C terminali periplazmaya bakacak sekilde yerlesmistir. Ekstraseliiler yiizeyde 4
doniis yaparak dis membrani 8 defa geger. Ekstraseliiler dontisler numaralandirilmustir. 1. ve 2.
doniisler endotel hiicrelerine baglanmada onemlidir. Sari ile isaretlenmis kiireler lipidleri,
sematik gosterimdeki sar1 renkle boyanmis aminoasitler ise lipitlerle etkilesime gecen

aminoasitleri temsil etmektedir. (Stapleton ve ark., 2015)

OmpA’nin hiicrede bulundugu yer diisiiniildiiglinde birgok fonksiyona sahip olmasi
beklenir. Ancak bu fonksiyonlar her zaman bakteriye avantaj saglamaz. Bu dezavantajlardan
biri de fajlarin bu proteini tantyarak bakteriyi enfekte etmesidir. Bu enfeksiyona kars1 bir direng
mekanizmasi olarak bakteriler OmpA geninin iki allelini olusturmustur; OmpAl ve OmpA2. Bu
alleldeki baz dizisi farkliliklar: 2. ve 3. doniislerde aminoasit dizisi farkliliklarina sebep olur.
OmpA2 proteinine sahip bakterilerin 24 farkli bakteriofaja kars1 direncli oldugu gosterilmistir
(Power ve ark., 2006). Ayrica, F plazmidinin sentezledigi dig membran proteini TraN, OmpA
ile etkilesime girer. 4. doniisteki bir aminoasitin degismesi (G154D) bakterinin konjugasyon
yeteneginin diismesine sebep olur (Klimke ve ark., 2005).

E. coli K1 susunun, yenidoganlarda sepsis ve menenjite sebep oldugu bulunmustur.
Menenjitin olusmast i¢in bakterinin kan beyin bariyerini gegmesi gerekmektedir. OmpA

mutant1 suslar bu bariyeri gegcmede yabani tip bakterilere gore 50-60 kat daha basarisiz



olmustur. Ayrica OmpA’nin 1. ve 2. doniislerindeki peptidler yenidogana verilince bu

bakterilerin kan beyin bariyerini asmasi engellenmistir (Kim, 2000; Kim 2002).

2.3.3. Streptodornaz

Niikleazlar, niikleik asitleri daha kiiclik parcalara veya monomerlerine ayirmada
kullanilan enzimlerdir. iki tipi vardir; ekzoniikleazlar ve endoniikleazlar. Ekzoniikleazlar
halkasal olmayan niikleik asitlerin uglarindan niikleotidleri teker teker ayirarak niikleik asidi
monomerlerine ayirir. Endoniikleazlar ise; uzun niikleik asitleri ortalardan keserek daha kiiciik
niikleik asit dizileri olusturur. Iki tipi vardir; spesifik niikleazlar ve spesifik olmayan niikleazlar.
Spesifik endoniikleazlar niikleik asit dizilerini belirli niikleotid dizilerinden tanirlar ve keserler.
Gen miihendisliginde siklikla kullanilirlar (Nishino ve Morikawa, 2002). Spesifik olmayan
endoniikleazlar ise 2-6 niikleotid araliklarla niikleik asidi rastgele keserler. Streptodornaz da
spesifik olmayan bir endoniikleazdir.

Streptodornaz (eskiden mitojenik faktor 2, MF2, olarak bilinirdi, Spdl); Streptococcus
pyogenes ’'te bulunan DNA ve RNA parcalayabilen bir endoniikleazdir. S. pyogenes bu niikleazi
hiicre digina salgilayabilir. Sf230.1 profajinin indiiklenmesi ile sentezi gergeklesir. 28 kDa
biiyiikliigiindedir ve N terminalinde 29 aminoasitlik bir sinyal peptidi bulundurur (Canchaya ve
ark., 2002). Hisl21, Glul64 ve Asnl45 numarali aminoasitler niikleaz aktivitesini
gosterebilmesi i¢in dnemlidir (Justyna ve ark., 2012).

Rastgele kesen niikleazlar genis biyolojik rollere sahiptir. Bu rollere; hiicre bdliinmesi
icin gerekli olan niikleotidleri elde etmek, DNA onarimi1 ve rekombinasyon, apoptozda DNA’y1
parcalama, enfeksiyona sebep olma ve enfeksiyona karsi savunma 6rnek olarak verilebilir
(Miyata ve Fan, 2012).

Notrofiller insanlarda bulunan immun sistemin elemanlarindan biridir ve enfeksiyon
aninda patojenlere ilk saldiranlardandir. Notrofillerin ii¢ fonksiyonu vardir. Bunlar; patojeni
fagosite etme, antimikrobiyal bilesikler sentezleme ve patojenleri yakalamak i¢cin DNA’larini
patojenlere dogru yaymasidir. Notrofillerin kendilerini patlatarak DNA’larin1 yaymasiyla
olusan yaprya nétrofil ekstraseliiler tuzaklar (NETs) denir (Sekil 6). NETs’ler DNA’ya
baglanmis antimikrobiyal peptidler ve proteazlardan olusur. Patojenler DNA ile yakalanir ve
DNA’ya tutunan bu proteinler yardimiyla etkisiz hale getirilirler (Storisteanu ve ark., 2017).

S. pyogenes ekstraseliiler endoniikleazlar1 yardimi ile bu NETs’lerdeki DNA’lar1 pargalar

ve etkisiz hale getirilmeleri zorlasir.
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Sekil 6. NETs yapisi. Notrofiller patojenleri yakalamak i¢in kendilerini patlatarak DNA’larint
ag gibi kullanirlar. Bu DNA enfeksiyon ajanlarinimn ilerlemesini durdurur ve iizerinde tasidigi

antimikrobiyal peptidler ve proteazlar enfeksiyon ajanini ortadan kaldirir. (Pieterse, 2017).

Spdl enzimi potansiyel olarak yabanci niikleik asitleri uzaklastirmak ig¢in arastirma
amacl olarak veya tedavi amagli Dornaz alfa’ya alternatif olarak da klinikte kullanilabilir.
Dornaz alfa Kistik fibrosizde mukus viskozitesini diisiirmek i¢in kullanilmaktadir (Wagener ve
Kupfer, 2012). Ayrica son gilinlerde ortaya ¢ikan Covid-19 pandemisinde de dornaz alfa ilact

giindeme gelmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Bakteri Suslar:
3.1.1.1. Streptococcus pyogenes GKO9 susu

REDPROM laboratuvarimizin stoklarinda bulunan S. pyogenes susudur. -20 °C de
%10’luk skim milkde saklanan kiiltiir kullanilacagt zaman 37 °C de kanli agarda ve
mikroaerofilik kosullarda inkiibe edilmistir Bu sus streptodornaz genini ¢ogaltmak igin
kullanilmistir.
3.1.1.2. Escherichia coli DH10B susu

-20 °C de saklanan stok kiiltiirden 37 °C de TSA (Merck, Almanya) ortaminda gecelik
inkiibasyonla aktiflestirilmistir. Gosterim vektdriinde kullanilacak Lpp ve OmpA proteinlerine
ait gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in ihtiyag duyulmustur.
3.1.1.3. Escherichia coli BL21 susu

Klonlama denemelerinde kullanilmistir. E. coli BL21(DE3) susu T7 RNA polimeraz geni
iceren bir sustur. Ayni zamanda proteaz negatif bir sustur. Uriin eldesinde konak olarak segilme

sebebi proteaz negatif bir sus olmasi ve bu sayede sentezlenen proteinlerin parcalanmasini

engellemek igindir.
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3.1.2. Kullanilan Plazmidler

3.1.2.1. pUC19 plazmidi

pUC19 (https://www.addgene.org/50005/) bir klonlama vektoriidiir. Hiicre i¢i kopya

sayilart yaklagik 500-700°diir. Coklu klonlama bdlgesi (MCS)’nin akigyukarisinda lac

promoteri bulunur. Bu ¢alismada gosterim vektoriiniin hazirlanmasinda kullanilmastir.

3.1.2.2. pBlueScript SK plazmidi

Calismada pBlueScript SK (+) plazmidi de kullantilmistir
(https://www.addgene.org/vector-database/1951/). Bir klonlama vektorii olmasina karsin

pUC19’dan farkli olarak c¢oklu klonlama bolgesi (MCS)’nin hem akisyukarisinda hem
akisasagisinda promoter bulundurur. Akisyukarisinda lac ve T3 promoteri, akisasagisinda T7

promoteri bulunur.

3.1.3. Kullanilan Besiyerleri Ve Cozeltiler

3.1.3.1. Tryptic soy agar (TSA)

11,1 g hazir besiyeri 300 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Otoklavda (Hirayama HV-50L,
Japonya) 121 ‘C’de 15 dakika steril edilen besiyeri steril petrilere dokiiliir. Bakterilerin

aktiflestirilmesinde ve klonlama ¢alismalarinda kullanilmistir.

3.1.3.2. AXI besiyeri

Onceden hazirlanmis TSA (Merck, Almanya) besiyeri 50 °C’ye kadar sogutulur.
Icerisine, ampisilin (0,1 mM), IPTG (Thermo Scientific, ABD, 1 mM), X-Gal (Thermo
Scientific, ABD, 50 pg/ml) eklenir. lyice karistirilarak steril petrilere dokiiliir. Mavi-beyaz

koloniler i¢in segici besiyeri olarak kullanilmstir.
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3.1.3.3. Tryptic soy broth (TSB)

7,2 g TSB (Merck, Almanya) besiyeri 300 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Otoklavda 121
°C’de 15 dakika steril edilen besiyeri steril tiiplere dokiiliir. Calismada kompetan hiicreleri

hazirlamada kullanilmaisgtir.

3.1.3.4. Kanh agar

11,1 g TSA besiyeri 300 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika
steril edilen besiyeri yaklasik 50 °C’ye sogutulmustur. igcine %35 insan kani eklenerek steril

petrilere dokiilmiistiir. Calismada S. pyogenes 'in iiretilmesinde kullanilmistir.

3.1.3.5. DNaz agar

Ticari olarak alinan DNaz agardan (Merck, Almanya) 4,2 g tartilarak iizerine 100 ml
distile su eklenir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilerek yaklasik 50 °C’ye sogutulur.

DNaz aktivitesini gostermede kullanilmistir.

3.1.3.6. Phosphate buffered saline (PBS)

1 tablet PBS (BioShop, Kanada) 100 ml suyla karistirilir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika
steril edilir. 0,01 M PBS ¢o6zeltisine karsilik gelmektedir. Calismada hiicreleri yikamak igin ve

lizat ¢ikarma asamalarinda kullanilmastir.

3.1.3.7. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jeli hazirlamak i¢in; Tris (BioShop, Kanada, 45 mM), Borik asit(BioShop,
Kanada, 45 mM), EDTA (Merck, Almanya, 1 mM) soliisyonu (0,5x TBE) igine %2 agaroz
(GeneDirex, ABD) eklenip mikrodalgada (Beko, Tiirkiye) isitilmistir. Yaklasik 50 °C’ye
sogutularak icine “SafeView” (ABM, ABD) eklenip jel kasetine dokiiliir. Katilagan jel iginde
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0,5x TBE olan elektroforez tankina (Thermo Scientific EC300XL, ABD) vyerlestirilir.
Amplikonlar 100 Volt, 100 mA akimda 30 dakika yiiriitiilmiistiir.

3.1.3.8. SDS-PAGE jel icerikleri

SDS-PAGE, reaksiyon bilesenleri tablo 1°de verildigi sekilde karistirilmis ve jel kasetine
once “ayirma jeli” dokiillip tistii %96’lik etanol ile kaplanmustir. Jel donduktan sonra etanol
uzaklastirilmis ve “yogunlastirma jeli” dokiilmiis ve yilikleme kuyulart olugsmasi igin tarak

takilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. SDS-PAGE reaksiyon bilesenleri

Ayirma jeli Yogunlastirma jeli
Kimyasallar
10 ml 4 ml
%030 Bis-Akrilamid (ml) 4 0,5
Reaksiyon tamponlari (ml) 1.25 1
%10 SDS (ml) 0,1 0,4
%1,5 Amonyum Persiilfat (ml) 0,5 0,2
ddH20 (ml) 4 2,25
TEMED (ul) 5 3

3.2. Yontem
3.2.1. Primer Tasarim

Rekombinant olarak sentezlenmesini istedigimiz protein bir fiizyon proteinidir ve Lpp,
OmpA ve Spdl proteinlerinden olusturulmustur. Bu {i¢ farkli protein, ilk basamak olarak PCR

da ayr1 ayr1 gogaltilmistir. Amplifikasyonda kullanilan primerlerin dizaynlari ve dizileri asagida

verilmistir.
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3.2.1.1. E. coli Lipoprotein geni i¢in primer dizaym

Lipoprotein geni igin GenBank’tan X68953.1 numarali E. coli lipoprotein gen dizisi
alinmistir. Primerler, asagidaki dizide alti ¢izi olan ve lipoproteinin ilk 27 aminoasidine karsilik

gelen 87 bazlik gen dizisini ¢ogaltacak sekilde tasarlanmistir.

ATGAAAGCTACTAARCTGETACTCGEECGCEETAATCCTEEGETTCTACTCTEETGECAGGTTE

CTCCAGCAACGCTARAATCCGATCAGCTGTCTTCTGACGTTCAGACTCTGRAACGCTARACTTG

ACCAGCTGAGCRACGACGTGARCGCAATGCGTTCCGACGTTCAGGCTGCTARAGRATGACGCA

GCTCGTGCTARCCAGCGTCTEGACAACATGECTACTAARTACCGCARGTAR
Sekil 7. Lipoprotein gen dizisi. GenBank X68953.1 kodlu E. coli lipoprotein gen dizisidir. Alt1

cizili kisim tasarlanan primerler ile ¢ogaltilacak kismi belirtmektedir.

Ayrica Lpp’nin forward primerinin (FLpp-HindIIl) 5’ ucuna 10 bazlik RBS (alt1 ¢izili
kisim) dizisi ve klonlamada kullanilmak tizere HindIII (kalin yazili kisim) restriksiyon enzimi
tanima bolgesi eklenmistir (Tablo 2). Eklenen 10 bazlik RBS bdlgesi ayn1 zamanda ¢ergeve
kaymasinin da oniline ge¢mistir.

Reverse primerine (RLpp) ise; OE-PCR’da eslesmesi igin bu ¢aligmada kullanilacak olan
OmpA gen dizisinin ilk 15 baz dizisi (alt1 ¢izili kisim) reverse komplement olacak sekilde

primerin 5’ ucuna eklenmistir (Tablo 2).

3.2.1.2. E. coli OmpA (Outer Membrane Protein A) primer dizayni

OmpA geni i¢in GenBank’tan AF234269 numarali E. coli dis membran proteini A’nin
gen dizisi alimmustir. Alt1 ¢izili kisimi PCR ile ¢ogaltmak igin OmpA’nin 46-1509.
aminoasitlerine karsilik gelen 136-480. bazlar1 arasini sentezleyecek sekilde primerler dizayn
edilmistir. Forward primerine (FOmpA) herhangi bir kuyruk eklenmemistir. 2 adet reverse
primeri (ROmpA-EK ve ROmpA-Kpnl) tasarlanmistir (Tablo 2) . OmpA sentezi igin
kullanilacak olan ROmpA-EK primeri kuyruk olarak 5’ ucuna 15 bazlik enterokinaz enzimi
tanima bolgesini (alt1 ¢izili olarak gosterilmistir) icermektedir. Klonlamada kullanilacak olan
ROmMpA-Kpnl primerinde ise enterokinaz tanima bolgesi dizisinin 5 ucuna Kpnl (kalin yazili

kisim) restriksiyon enzimi tanima bolgesi eklenmistir (Tablo 2).
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ATGARARACACACCTATCCGCGATTGCAGTGECACTCEETCGETTTCGCTACCGTAGCGCAGEE
CGCTCCGARRGATARCACCTGGTACACTGETGCTAARCTGGGCTGETCCCAGTACCATGACE

CTEETTTCATCAACAACAATCETCCCGACCCATGAARARCCAACTEEGECCGCTEGETEGCTTTTGET

GETTACCAGGTTAACCCGTATGTTGGCTTTGAARATGGETTATGACTGETTAGETCGTATGCC

ATACAAAGCCECAGCETTGAARACGETCCATATAAACGCTCAGCGGCGTTCAGCTGACCGCTALLC

TEEETTACCCAATCACTGACGATCTGGACGTATACACTCGTCTGGETGETATGGTATGGCGET

GCAGARCACTRAAATCCAACGTTTATGETARAALCCACCGACACCGECETTTCTCCGETCTTCGEE

TEECEETETTGAGTATGCGATCACTCCTGAARTCGCTACCCGTCTGGAATACCAGTGEACCA
ACAACATCEETCGACGCACACACCATCGECACTCGTCCGEACARCGECATGETGAGCCTCGET
GTTTCCTACCGTTTCGGTCAGGGOGARGCAGCTCCAGTAGTTGCTCCGGCTCCAGCTCCGEC
ACCGEAAGCGTACAGACCAACCACTTCACTCTCGAAGTCTGACCGTTCTGTTCACCTTCARCARRG
CAACCCTGARRCCGEAAGGTCAGGCTGCTCTGEATCAGCTGTACAGCCAGCTGAGCAACCTG
GATCCCAAAGCACGETTCCGTAGTTGTTCTCGEGTTACACTGACCCCATCGETTCTGACGCTTA
TAACCAGGCTCTGTCCGAGCGTCGTGCTCAGTCCGTTGTTGATTACCTGATCTCTARAGGTA
TCCCGECAGRCARALTCTCCCGCACGTGETATGEECCGAATCCARCCCGETTACTGGCARCACC
TETGACAACGTGARRCAGCGTGETGCACTGATCGATTGCCTGEGCTCCGEGATCGTCEGCETAGR
GATCGAACGTTARACCCATCAAARCACCTTCTALCTCAGCCGCAGECTTAR

Sekil 8. Dig membran proteini A (OmpA) gen dizisi. GenBank AF234269 kodlu E. coli OmpA

gen dizisi. Alt1 ¢izili kisim tasarlanan primerler ile ¢ogaltilacak kismi belirtmektedir.

3.2.1.3. S. pyogenes streptodornaz (Spdl) primer dizaym

Streptodornaz 1 geni i¢in GenBank’tan CP000056.2 numarali streptodornaz 1 proteini
gen dizisi alinmistir. Spd1 proteininde daha sonradan kesilen sinyal peptidi oldugu igin, sinyal
peptidini icermeyecek sekilde primer tasarimi yapilmistir. Bunun i¢in ilk 29 aminoaside karsilik
gelen 87 bazlik bolge disarida birakilarak primerler tasarlanmistir. Forward primerinin (FSpd1 -
Kpnl) 5’ ucuna Kpnl (kalin yazili kisim) restriksiyon tanima bolgesi eklenmistir. Reverse
primerine (RSpd1-EcoRI) ise 5’ ucuna EcoRI (kalin yazili kisim) restriksiyon enzimi kesim
bolgesi eklenmistir (Tablo 2).
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ATGARATTATCTARARCARAARCGCARCTTTGCTTACCGETGTTTTACTGTTACTTTETCTTTC

TATARCGACARATARCTGTTGACGCAGCTAAGGTACGAACTTATCOGRAATGTATCCCATECAR

ACACACATTATRAAARATACTCCTTCTAGTAAGCTCTTACCTTTTACTCGCTAATTATCAGTTA

CAACTTGGTGAGTTGEATAACCTTAACCGCGCTACCTTTTCACATATCCARCTGCAAGATAG

ACACGARACTARACGATCGTACCGCACTARAATAARTTATCACCCTGTGEGATGGCATAACTATC

AMTTTCCATACGGAGATGGCTCAARATCTTCATGEETAATGAATCGTGEGEATCTAGTCGEA

TATCAATTTTGTGEATTARARACGATGALRCCAAGAALTTTAGTGACARATCACAGCCTCGCTARD

CACAGETGCTTATTCAGGAGCAAATGACAGCAATCCTGAAGGEGATGTTATACTATGAARRCC

GTTTACATTCTTGECTTGCACTTCACCCTGACTTTTGECTAGATTATAARCGTCACTCCTATR

TATAGTGGCAATCARGTAGT CCCTCGACARATTCGAATTACAGTATGTTCGGAATTGATTCATC

TEETEAGTTGCTTACTATARAGGCTAARTAGTAATAARGAARCGTATTGATGARARATCETETTA

CTACAGTAATCTTAGARRACTCTGCTCCARATATCARCCTTGACTATTTARARATGGRARACTGCC

ACTCCTARARLRCTAR

Sekil 9. Streptodornaz gen dizisi. GenBank CP000056.2 kodlu S. pyogenes Spdl gen dizisi.
Alt1 ¢izili kisim tasarlanan primerler ile ¢cogaltilacak kismi belirtmektedir.

Tablo 2. PCR’da kullanilacak primerler (Alt1 ¢izili kisimlar overlap bélgeleri; koyu renkli

kisimlar restriksiyon enzimi bdlgeleri; italik kisim ribozom baglanma bdlgesi)
Primer Isimleri ~ Primer Dizileri

FLpp-HindllI GACTAAGCTTGGAGGTCATTATGAAAGCTACTAAACTGGTA
RLpp CGGACCATTGTTGTTCTGATCGATTTTAGCG

FOmMpA AACAACAATGGTCCGAC

ROmpA-EK CTTGTCGTCGTCGTCACGGGTAGCGATTTC

ROmpA-Kpnl ACTGGGTACCCTTGTCGTCGTCGTCACGGGTA
FSpd1-Kpnl GCAGGGTACCGCTAAGGTACGAACTTATC

RSpd1-EcoRlI CAGTGAATTCTTAGTTTTTAGGAGTGGCAGT

3.2.2. Lpp, OmpA ve Spdl Gen Dizilerinin PCR ile Cogaltilmasi

Flizyon proteinin olugmasi i¢in gerekli olan gen dizileri PCR ile ¢ogaltilmistir. Lpp ve
OmpA gen dizileri igin E. coli DH10B susu DNA’s1; Spdl gen dizisi igin klinik S. pyogenes
GK9 susu DNA’s1 kullanilmistir. Genomik DNA’lar kit (GeneMark Total DNA Isolation Kit,
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ABD) ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda izole edilmistir. PCR’da Lpp i¢in FLpp-
HindIII ve RLpp primerleri; OmpA i¢in FOmpA ve ROmpA-EK primerleri; Spdl igin ise
FSpd1-Kpnl ve RSpdl-EcoRI primerleri kullanilmistir (Tablo 3). PCR sonucu olusan
amplikonlar kit (Geneaid PCR Clean-up Kit, Tayvan) ile iiretici firmanin talimatlari

dogrultusunda temizlenerek fiizyon proteini olusturmada kullanilmistir.

Tablo 3. PCR karisimindaki reaktifler ve PCR sartlar

PCR Karisim I¢erigi
PCR Sartlan
(Son konsantrasyon)
Primerl 25 uM 95°C — 2 dakika 1x
Primer2 25 uM 95°C — 20 saniye
10x buffer 1x 48°C — 15 saniye 35x
dNTP 0,2 mM 72°C - 30 saniye
Tag Polimeraz 5U
72°C — 2 dakika 1x
Su 50 ul’ye kadar

3.2.3. Lpp-OmpA Gen Dizilerinin Fiizyonu ve Gosterim Vektoriiniin Olusturulmasi

Lpp ve OmpA amplikonlar ile OE-PCR kurulmustur (Higuchi, 1988; Tablo 4 ve Tablo
5). RLpp primerinde bulunan ortak dizi iki amplikonun birlesmesini ve buradan sentezin
gerceklesmesini saglayacaktir. OE-PCR kurulurken ilk 15 dongiide PCR miksine (Thermo
Scientific, ABD) herhangi bir primer eklenmemis ve sentezin eslesen bolgeden olmasi
saglanmigtir (Tablo 4). 15. dongli sonunda PCR miksine FLpp ve ROmpA-EK primerleri
eklenmis ve PCR 15 dongii daha devam ettirilmistir (Tablo 4). OE-PCR sonunda olusan
amplikonlar agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. istenen boyuttaki bant agaroz jelden kesilerek kit
(Geneaid Gel Extraction Kit, Tayvan) ile iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda elde
edilmistir. Plazmide yerlestirmede kolaylik olmasi ve olusturulacak olan vektorde gerceve
kaymasimin oniine gegmek i¢in FLpp ve ROmpA-Kpnl primerleri ile tekrar ayni kosullarda
PCR kurulmustur.
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Tablo 4. OE-PCR karisimindaki reaktifler ve PCR Sartlari.

1. Asama

2. Asama

Lpp Amplikonu 1l
1.agsama {irlinii 49 ul
OmpA Amplikonu 1l
10x Buffer 1x FLpp-HindilI
rimeri 25 uM
dNTP 0,2 mM P
Tag Polimeraz 5U
ROmMpA-EK primeri 25 uM
Su 49 pl’ye kadar
Tablo 5. OE-PCR reaksiyon sartlar1
1. Asama 2. Asama
95 °C - 2 dakika 1x 95 °C — 2 dakika 1x
95 °C - 20 saniye 95 °C — 20 saniye
48 °C — 15 saniye 15x 60 °C — 15 saniye 15x
72 °C - 30 saniye 72 °C — 30 saniye
72 °C — 2 dakika 1x 72 °C — 2 dakika 1x

Elde edilen Lpp-OmpA amplikonu ve pUC19 plazmidi; Kpnl ve Hindlll (Thermo

Scientific, ABD) restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Bunun igin iki ayr1 tiipe amplikon ve

plazmidden 16 pl alinmuis, iglerine 2’ser ul 10x FD Buffer ve 1’er ul Kpnl ve Hindlll
enzimlerinden koyularak 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Kit (Geneaid PCR Clean-up Kit,

Tayvan) ile temizlenen DNA’lar ligasyonda kullanilmigtir. Ligasyon islemi igin; kesilmis

amplikon ve pUC19 3:1 (v/v) oraninda alinarak tek tiipte birlestirilmistir. Iclerine 1 pl T4 DNA

Ligase enzimi, 2 pl 10x reaksiyon tamponu eklenmis ve saf H>O ile 20 ul’ye tamamlanmustir.

22 °C’de gecelik inkiibasyona birakilmistir. Bu islem sonucu olusturulan plazmid “gdsterim

vektord” olarak adlandirilacaktir.
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3.2.4. Gosterim Vektoriiniin Transformasyonu

Gosterim vektori E. coli DH10B kompetan susuna kimyasal transformasyon yontemi ile
transforme edilmistir (Sambrook ve ark., 1989). Bunun i¢in DH10B kompetani TSA besiyerine
ekilmis ve gecelik 37°C’de inkiibe edilmistir. Bilyiiyen kolonilerden bir tanesi TSB besiyerine
alinarak 600 nm’de 1,0 OD olana kadar 37 °C’de inkiibe edilmistir. Yeterli yogunluga ulasan
hiicrelerden 1 ml alinarak 50 ml TSB igeren falkon tiipiine aktarilmis ve log fazina (600 nm’de
0,5 OD) gelesiye kadar inkiibe edilmistir. Daha sonra falkon tiipii sogutulmus ve 4°C’de 10
dakika 5000 rpm’de santifriij yapilarak hiicrelerin ¢6kmesi saglanmustir. Besiyeri
uzaklagtirilmis ve pellet 2 defa su ile yikanmis ardindan %10 gliserollii suyla ¢oziilerek 4°C’de
10 dakika 5000 rpm’de ¢oktiiriilmiistiir. Bu islemi takiben pellet 20 mM CaCl, 80 mM MgCl»
cozeltisi ile ¢oziliip 4°C’de 10 dakika 5000 rpm’de ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen pellete 0,1
g/ml olacak sekilde 100 mM CaCl, ¢ozeltisi eklenmistir. 100 ul kompetan hiicre ¢ozeltisi
igerisine 10 ul gosterim vektorii ¢ozeltisi eklenip buzda 30 dakika bekletilmistir (kontrol olarak
pUC19 plazmidi kullanilmistir). Tiipler, 42 °C’ye 1sitilmig su banyosunda 2 dakika bekletilmis
sonrasinda 2 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra i¢lerine 900 pl TSB besiyeri eklenerek
hiicrelerin ¢ogalmast i¢in 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 100 pl almarak
AXI (2.1.4) besiyerine aktarilmis ve Ozeyle yayma ekimi yapilmistir. 37 °C’de gecelik
inkiibasyonu saglanmis ve ertesi giin mavi-beyaz koloni se¢imi yapilmistir. Belirlenen koloniler
hazirlanan PCR miksleri icerisine birakilmis ve PCR kurulmustur (Tablo 3). PCR sonucu elde
edilen amplikonlardan jel elektroforezinde dogru boyutta olanlar1 sekanslatilmis ve gosterim
vektoriiniin olusturuldugu dogrulanmistir. Gosterim vektorii igeren koloniden kit (Geneaid
Plasmid Isolation Kit, Tayvan) ile firetici firmanin talimatlar1 dogrultusunda plazmid

izolasyonu yapilmustir.
3.2.5. Spdl Gen Dizisinin Gosterim Vektoriine Klonlanmasi

Spdl amplikonu ve gosterim vektori, 2.2.3.’deki yonergelere gore, Kpnl ve EcoRI
restriksiyon enzimleri ile kesilerek ligasyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra kimyasal

transformasyon ile DH10B kompetan susuna aktarilmis ve segilen kolonilerden koloni PCR’1

yapilmistir (Sambrook ve ark., 1989).
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3.2.6. Spdl Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Gosterim vektorii (negatif kontrol) ve Spd1 eklenmis gosterim vektorii igeren hiicreler,
sirastyla ampisilin (0,1 mg/ml) ve ve IPTG (0,5 mM ) iceren TSB besiyerine ekilerek 37 °C’de
600 nm’de 1,0 OD olana kadar inkiibe edilmistir. 10 000 rpm’de 5 dakika santifriij edilerek
besiyeri uzaklastirilmigtir. Besiyerinden tamamen arindirmak igin 2 defa 0,01 M PBS ile
yikanarak 10 000 rpm’de 5 dakika santifriij yapilmistir. Pelletteki hiicreler esit OD degerinde
olacak sekilde bir miktar su ile ¢oziilmiistiir. 5 pl hiicre ¢ozeltisi, 2 pul 10x reaksiyon tamponu,
13 ul kit (GeneMark Bacterial Genomic DNA Isolation Kit, ABD) ile firmanin yonergelerine
uygun sekilde izole edilmis genomik DNA c¢ozeltisi karistirilarak reaksiyon miksi
hazirlanmigtir. 37 °C’de 15 dakika bekletilmis ve 15 000 rpm’de 3 dakika santifriij yaparak
hiicreler ¢oktiiriilmiis ve {ist s1vi alinmustir. Ust s1v1 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve genomik DNA
goriintiilenmistir.

Belirlenen koloniden kit (Geneaid Plasmid Isolation Kit, Tayvan) ile iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda plazmid izolasyonu ger¢eklestirilmis ve daha sonra kullanmak iizere

-20°C’de saklanmustir.

3.2.7. Spd1 Enziminin Hasad1

Uretilen proteinlerin proteazlar tarafindan parcalanmasim engellemek igin gdsterim
vektori, proteaz liretimi olmayan bir sus olan E. coli BL21 susuna transforme edilmistir. E. coli
BL21 kompetan1 2.2.3.’deki yonergelere uyularak hazirlanmistir ve plazmid transformasyonu
gergeklestirilmistir. DNaz aktivitesi gosteren koloni 2.2.5.” deki yonergelere gére ampisilin ve
IPTG igeren TSB besiyerine ekilmis ve 600 nm’de 1,0 OD olana kadar 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Uremis hiicreler, 30 dakika buzda bekletilip ardindan 10 dakika 5000 rpm’de
santifriij yapilmistir. Besiyerinden tamamen arindirmak igin 2 defa 0,01 M PBS ile yikanarak
tekrar 10 dakika 5000 rpm’de santifriij yapilarak ¢oktiiriilmiistiir. Hiicreler proteaz inhibitorli
0,01 M PBS ile ¢6ziilmiistiir. Sonikator ile hiicreler pargalanmis ve par¢alanmayan hiicreleri
uzaklastirmak i¢in 10 dakika 5000 rpm’de santifriij yapilmis ardindan siipernatant 0,22 p
filtreden gecirilmistir. Elde edilen siiziintli hidrofobik proteinleri ¢oktiirmek icin 1 saat 15 000
rpm’de santifriij edilmis ve silipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen pellet, enterokinaz
tamponu (20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM CaCl,, pH:8) ile ¢dziilmiistiir. igerisine 10U
Enterokinaz enzimi (NEB, ABD) eklenerek calkalayicida 25 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir.
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16 saat sonunda, hidrofobik proteinleri uzaklastirmak i¢in 15 000 rpm’de 2 saat santifriij
yapilmis ve iist s1v1 ayr1 bir ependorfa alinmistir. Ust stvinin protein yogunlugunu artirmak igin,
dondurularak 0,2 mbar basing altinda, -50 °C’de liyofilize edilmis ve ardindan DNaz aktivitesi
Olgtilmistiir. Bunun igin iist sividan 5 pl, genomik DNA ¢6zeltisinden 13pul ve 10X reaksiyon
tamponundan 2 pl alinarak 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmis ve daha sonra agaroz jelde
yuriitiilerek genomik DNA gosterilmistir. Protein analizi i¢in SDS-PAGE yapilmigtir
(Laemmli, 1970). Liyofilize edilen 6rnek, membran proteinleri ve hiicre lizati 6rnek tamponu
ile karistirilip denatiire etmek i¢in 70°C de 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra jele yiiklenerek
100 Volt, 100 mA akimda 2 saat yiiriitiilmiistiir.

Bu asamada protein miktar1 yetersiz bulunmus ve gosterim proteininin gen dizisi T7
promotere sahip olan pBlueScript SK (+) plazmidine aktarilmistir (Sekil 8). Bunun i¢in pUC19
temelli gosterim vektorii, 2.2.3. deki yonergelere uyularak, EcoRI ve Hindlll restriksiyon
enzimleri ile kesilerek, ayni enzimlerle kesilmis pBlueScript SK vektoriine ligasyonu
saglanmigtir. Daha sonrasinda E. coli BL21 kompetan hiicresine kimyasal transformasyonu
gergeklestirilmistir. Ampisilin igeren TSA’da tlireyen kolonilerden koloni PCR kurulmus ve
dogru inserti alan koloni belirlenmistir. Daha sonra bu koloninin DNaz aktivitesine bakilmis ve

protein izolasyonu gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

E. coli ve S. pyogenes genomik DNA’lar1 ile kurulan PCR sonucu elde edilen amplikonlar
resim la’da gosterilmistir. 1 numarali kuyu FLpp ve RLpp primerleri ile kurulan PCR sonucu
olusan amplikonu; 2 numarali kuyu FOmpA ve ROmpA-Kpnl primerleri ile kurulan PCR
sonucu olusan amplikonu; 3 numarali kuyu FSpd-Kpnl ve RSpd-EcoRI primerleri ile kurulan
PCR sonucu olusan amplikonu gostermektedir. M1 numarali kuyu 100 bp ticari DNA markirdir
(ABM, Kanada).

Lpp ve OmpA amplikonlari ile kurulan “overlap extention PCR” (OE-PCR) sonucu
olusan amplikonlar Resim 1b’de gosterilmistir. M2 numarali kuyu Lambda-Pstl markiridir. 4
numarali kuyuda goriilen ~450 bp boyutuna karsilik gelen bant jel ekstraksiyon kiti ile elde
edilmistir. Elde edilen Lpp-OmpA fiizyon DNA’s1 Hindlll ve Kpnl ile kesilerek ayni enzimlerle
kesilmis pUC19 plazmidine klonlanmistir. Bu klonlama sonucu olusan vektor gésterim vektorii

olarak adlandirilmistir.

800 bp
500 bp 448 bp

200 bp
339 bp

Resim 1. PCR sonucu olusan amplikonlar. a: M1 ABM 100 bp Opti-DNA Marker, 1 Lpp (120
bp), 2 OmpA (350 bp), 3 Spd1 (600 bp); b: 4 Lpp-OmpA fiizyonu (450 bp), M2 Lambda Pstl

markir
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AXI igeren petrilerde biiyiiyen kolonilerden yapilan koloni PCR sonucu Resim 2’de
gosterilmistir. M ile gosterilen kuyular Lambda-PstI markiridir. 1-5 numarali 6rnekler petriden
secilen farkli kolonilerin M13 primerleri ile cogaltilmis amplikonlarini gostermektedir.
Yaklasik olarak 1200 bp boyutunda bant ¢ikmasi beklenmistir. Bu boyuta uyan koloniler daha
sonra enzim aktivitelerine bakilmak i¢in ampisilin ve IPTG igeren siv1 besiyerine ekilmiglerdir.

6 numarali 6rnek negatif kontolii gdstermektedir.

1700bp

1093bp

805bp

Resim 2. Koloni PCR sonuglari. M Lambda-Pstl marker, 1-5 farkli kolonilerin koloni PCR

sonuglari, 6 negatif kontrol

E. coli DH10B genomik DNA’s1 izole edilmis ve enzim aktivitesinin Sl¢lilmesinde
substrat olarak kullanilmistir. Rekombinant kolonilerin enzim aktivitelerine bakilmis (veri
gosterilmemistir) ve dogru sekilde ligasyonu gerceklesen koloni ileri g¢alismalar igin
kullanilmistir. Bu amagla, secilen koloni ve gosterim vektorii iceren (negatif kontrol) koloni
ampisilin ve IPTG igeren s1vi besiyerine ekilmislerdir. Daha sonra hiicreler ¢oktiiriilerek DNaz
aktiviteleri karsilagtirllmistir. Ayn1 zamanda besiyeri uzaklastirilan hiicreler Enterokinaz
enzimi tamponunda siispanse edilmis ve enterokinaz enzimi ile reaksiyona birakilmiglardir.
Devaminda hiicreler uzaklastirilmis ve tist sividaki serbest DNaz’in varligi test edilmistir.
Resim 3’de M kuyular1 Lambda-Pstl markirini, 1 numarali kuyu genomik DNA’y1
gostermektedir. 2 ve 3 numarali kuyular sirasiyla Spdl gosterimi yapilan hiicrelerin ve
gosterim vektorii iceren hiicrelerin enzim aktivitesini gostermektedir. 4 ve 5 numarali kuyular

ise, enterokinaz enzimi kesimi sonrasi {ist sivida serbest kalan Spd1 enziminin aktivitesini ve
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onun negatif kontrolii olan gosterim vektdrii igeren hiicrelere ait {ist sivinin enzim aktivitesini
gostermektedir.

Gosterimi yapilan Spd1 endoniikleazi uzun iplikli DNA’lar1 (Resim 3’de genomik DNA)
rastgele sekilde keserek genomik DNA’y1 daha kiigiik parcalara ayirmistir. DNA boyutundaki
bu kiiclilme jel elektroforezi ile gosterilebilir. DNA boyutu kiigiilen iplikler jelde daha uzun

mesafe yiirlir. Boylece DNaz aktivitesi 6l¢lilmiis olur.

11 300 bp

800 bp

Resim 3. DNaz aktivitesi 6l¢limii. 1. total DNA, M Lambda Pstl marker, 2. Spd1-gdsterim
vektorii igeren hiicrelerde DNaz aktivitesi, 3. gosterim vektorii i¢eren hiicrelerde DNaz
aktivitesi, 4. Spd1 igeren siipernatantin enterokinaz ile kesimi sonrast DNaz aktivitesi, 5. Spd1
icermeyen siipernatantin enterokinaz kesimi sonrasit DNaz aktivitesi. Negatif kontrollerde DNA
parcalanmasi olmayip gosterim vektorii iceren hiicrede DNA pargalanmasi olmasi, gésterim
vektorliniin hiicreye DNaz aktivitesi kazandirdigini1 gostermektedir. Ayrica enterokinaz kesimi
sonrasi siipernatantta DNaz aktivitesinin olmast Spd1’in enterokinaz ile kesilerek ayrildigini

gostermektedir.

Enzim aktivitesi gosterdigi saptanan koloniden M13 PCR yapilmis ve elde edilen
amplikon dizi analizine gonderilmistir ve dizilemesi yaptirilmistir. Dizi analizi sonucuna gore
olusturdugumuz fiizyon dizinin dogrulugu saptanmistir (Sekil 7). Sanal olarak vektoriin

hazirlanmasi i¢in Snapgene programindan faydalanilmistir.
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Sekil 10. Spdl igeren gosterim vektoriiniin sanal ortamda hazirlanmig hali. pUC19 iskeleti

iizerine HindIIT ve Kpnl enzimleri ile Lpp-OmpA omurgasi klonlanmis ardindan Spd1, Kpnl

ve EcoRI enzimleri ile klonlanmaistir.
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Sekil 8. pBlueScript SK(+) vektoriiniin gosterim vektoriine g¢evrilmesinin sanal ortamda
hazirlanmig hali. pUC19 temelli gosterim vektoriinden EcoRI ve HindIIl enzimleri ile alinan
gosterim proteinlerinin sekanslar1 ayni enzimlerle kesilmis pBlueScript SK (+) vektoriine
ligasyonu gerceklestirilmigtir. T7 promoteri, gosterim proteinlerinin dizisi ile ayni yonde

oldugu i¢in daha fazla miktarda protein sentezini miimkiin kilmistir.

Spd1 igeren gosterim vektorii plazmid izolasyonu ile izole edilmis ve EcoRI ve HindIII
enzimleri ile kesilerek olusan bantlar gésterilmistir (Resim 4). pBlueScript SK vektori (1) pUC
vektoriinden (2 ve 3) biiylik oldugu i¢in jelde daha yukarida kalmistir. Lpp-OmpA-Spd1 (LOS)

fiizyonu jelde 1 ve 3’de asagida goriinmektedir.
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2838bp
2556bp

1159bp

Resim 4. Plazmid insert gosterimi. M lambda Pstl marker, 1 pBlueScript SK (+) LOS, 2 pUC19,
3 pUC19 LOS (EcoRI ve HindIII kesimi sonrast). Iki enzim ile kesim sonrasi pBlueScript SK
ve pUCI19 igine yerlestirilen gosterim vektorii bilesenleri 1159 bp’e karsilik gelen yerde
goriilmistiir. pBlueScript SK, pUC19°’dan daha biiyiik bir vektdér oldugu i¢in daha yukarida
gorilmiistiir.

pUC19 ile elde edilen protein miktarinin az oldugu diisiiniilmiis ve T7 promoterine sahip
pBlueScript SK (+) ile devam edilmistir. Bunu dogrulamak i¢in pBlueScript ve pUC19 ile
olusturulan gosterim vektorleri DNaz agara ekilmislerdir. 37 °C’de gecelik inkiibasyon
yapilmig ve petrinin yiizeyi 1 N HCI ile kaplanmistir. HCI uzaklastirilmis ve petride olusan
zonlar incelenmistir. pBlueScript ile olusturulan gosterim vektoriinde olusan zonun daha biiyiik
oldugu gosterilmistir (Resim 5). Kiigiik DNA’lar (oligoniikleotid) HCI ile muamele edilince
coziiniirler fakat biiylik DNA pargalar1 HCI ile muamele edilince ¢okelirler. Bu ¢okelme de

opak bir goriintii olusturur. DNaz aktivitesine sahip bolgeler ise daha saydamdir.
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Resim 5. DNaz agar ile Spdl anlatim miktar1 karsilastirmasi. Petride pUC19 yazan kisim
pUC19 igeren koloniyi temsil etmektedir. Negatif kontrol olarak kullanilmigtir. LOS-pUC19
yazan kisim pUC19 ile olusturulan gésterim vektoriinii temsil etmektedir. LOS-pBSC yazan

kisim ise pBlueScript ile olusturulan gosterim vektoriinii temsil etmektedir.

DNaz aktivitesi gosteren koloniden protein izolasyonu yapilmistir. Hiicre sonikatorde
parcalanmis ve ardindan hiicre proteinleri fraksiyonlarina ayrilmistir. Hiicre proteinleri
fraksiyonlarina ayrilirken hidrofobik-hidrofilik 6zelliklerine gore ayrim yapilmistir. Kullanilan
PBS ve enterokinaz tamponlar1 polar ozelliktedir ve hidrofilik proteinler bu tamponlarda
¢ozilinilir. Hidrofobik proteinler ise bu tamponlarda ¢6ziinmez ve biraraya toplanirlar. Santifriij
yardimt ile bu hidrofobik protein toplulugu c¢oktiiriilerek pellet halinde toplanir. Elde edilen
proteinler SDS-PAGE jeline yiiklenmis ve bantlar gozlenmistir (Resim 6). Hiicreler
patlatildiktan sonra biiyiik parcalar ve patlamayan hiicreler uzaklastirilmis ve kalan hiicre
lizatindan hidrofobik proteinler santifriij ile ¢oktiiriilmiistiir. Hidrofilik fraksiyon 1 numaralt
kuyuya yiiklenmistir. Coken hidrofobik proteinler enterokinaz tamponu i¢inde ¢oziilmiis ve
enterokinaz kesimi yapilmistir. Enterokinaz kesimi ile hidrofobik Lpp-OmpA fiizyon proteini
ile hidrofilik Spdl proteini birbirinden ayrilmistir. Enterokinaz kesimi sonrast hidrofobik
proteinler santifriij ile ¢oktliriilmiis ve 2 numarali kuyuya yiiklenmistir. Bu uzaklastirma sonucu

ist sivida kalan hidrofilik proteinler 3 numarali kuyuya yiiklenmistir. Enterokinaz kesimi
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sonrast elde edilen Spdl enzimi yaklasik 25 kDa boyutundadir ve jel goriintiisii buna

uymaktadir.

48kDa

35kDa

<= 25kDa

Resim 6. Hiicre proteinlerinin SDS-PAGE goriintiisii. 1 numarali bant hiicre i¢i hidrofilik
proteinler, 2 numarali bant hiicre membran proteinleri ve hidrofobik proteinler, M GeneMark
Presteined Protein Markeri, 3 numarali bant enterokinaz kesimi sonrasi saflastirilmis Spdl

enzimi. Spd1 enzimine karsilik gelen bant beyaz ok ile isaretlenmistir.
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5. TARTISMA

Gosterim teknigi ilk olarak George P. Smith tarafindan 1985 yilinda faj gosterimi ile
tanimlanmistir. F1 fajinin kuyruk proteinine bir antijen eklenerek antikorun faja baglanmasini
saglamistir. Bu kesfi G.P. Smith’e 2018 yilinda Kimya dalinda Nobel 6diiliinii kazandirmistir.

Faj gosterimi en yaygin kullanilan gosterim teknigi olmasina karsin bazi sinirlamalar
sebebiyle 1986 yilinda bakteriyel gosterim teknigi gelistirilmistir (Freudl ve ark 1986; Charbit
ve ark., 1986). Bakteriyel gosterim ile daha biiyiik proteinlerin gosterimi yapilabilir hale
gelmistir. Ayrica faj gdsteriminde miimkiin olmayan, tek bir hiicre yiizeyinde farkli proteinlerin
gosterimini mimkiin kilmistir (Fleetwood ve ark., 2014). Tablo 6’de Gram negatif bakterilerde
uygulanan bakteriyel gosterim tekniklerine 6rnekler verilmistir. Tabloda goriildiigii gibi farkli
bakteriler farkli amaglar i¢in gosterim tekniginde kullanilmistir. Bu esnekligi, gosterim
tekniginin bir¢ok alanda kullanilmasini miimkiin kilmistir.

Shin ve arkadaslarmin (2013) c¢alismasinda antimikrobiyal peptidler (AMP)
sentezlettirilerek Lpp-OmpA ile gosterimi yapilmistir. AMP’ler Lpp-OmpA omurgasina pepsin
tanima bdlgesi ile baglanmis ve midede kesilerek ayrilmasi diistiniilmiistiir. Boylece ¢iftlik
hayvanlarindaki mide ve bagirsak enfeksiyonlarinin 6nlenmesi amaglanmistir. Pepsin diisiik
pH’da c¢alistig1 icin, bizim calismamizda kesim enzimi olarak daha yiiksek pH’da aktivite

gosteren enterokinaz enzimi tercih edilmistir.
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Tablo 6. Gram negatif bakterilerdeki gosterim teknigi ile yapilmis ¢alismalar.
Gosterim Proteini Gosterimi Yapilan Protein ~ Konak Hiicre Uygulama

N terminal fiizyon
IgAl proteaz ve AIDA-I CtxB (13 kDa) E. coli Ast
Shigella VirG PhoA (47 kDa), E. coli VirG salg1 yolagi caligmalari
Malk (47 kDa),
PAL atrazin aktikoru (25 kDa), E. coli biosensor
SpA’nin B domaini GFP-p53 / GFP-K E. coli Amino asit degisimi analizi

C terminal fiizyon

Lpp-OmpA OPH E. coli biobozunma
Insan Erb2 ve IL2-R alfa E. coli Faj antikor segme
Pseudomonas INP CMCaz E. coli Biitiin hiicre biyokatalizi
HsbAg S. typhi Ty21a Oral as1
Salmobin E. coli Okaryot protein gdsterimi
E. coli TraT HbsAg E. coli Ast
Sandyvig fiizyon
OmpC Poli his. Peptidi E. coli Agir metal uzaklastirma
V. cholerae FnBPA Epitopu E. coli Staff agis1

Calismamizda, bakteri gosterimi yukarida bahsedilen (Sekil 3) kullanim alanlari disinda,
rekombinant bir proteini saflastirmak i¢in kullanilmistir. Bu amagla rekombinant plazmid
tasarlanirken Lpp-OmpA proteini ile Spdl proteini arasina enterokinaz enzimi i¢in tanima
bolgesi eklenmistir. Ayrica Lpp-OmpA filizyon proteinini gosterim teknigi ic¢in tercih
etmemizin bagka bir sebebi de vardir. OmpF temelli yapilan bir ¢alismada sentezlenen
rekombinant proteinin anlatim miktarint artirmak i¢cin OmpF promoterinde mutasyon
olusturulmus ve konstitiitif hale getirilmistir(Chen ve ark., 2019). Arastirdigimizda OmpA’nin
da benzer bir 6zellige sahip oldugu anlasilmistir. Yeterli miktarda OmpA sentezlendiginde
antisense bir RNA sentezlenir ve bu RNA OmpA anlatimini durdurur. Bu problemi agmak igin
Lpp-OmpA fiizyonu tercih edilmistir. Boylece hem antisense RNA rekombinant protein

sentezini baskilamamis hem de C terminal fiizyonu saglanarak daha biiyiik proteinlerin anlatimi
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miimkiin olmustur. Protein liretimini artirmanin yaninda membran izolasyonunun daha verimli
yapilmasi saflastirilmis protein miktarina dogrudan etkilidir.

Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerden 5 tanesi se¢ilmis, M13 primerleri ile
yapilan koloni PCR sonucu beklenen boyuta yakin olan farkli insertler belirlenmistir (Resim
2). Bu 5 koloniden 2’si DNaz aktivitesi gostermis ve amplikon boyutlarinin farkli olma sebebini
anlamak i¢in dizi analizi yaptirilmistir. Dizi analiz sonuglari incelendiginde, klonlama sirasinda
araya kiigiik oligonukleotidlerin girdigi goriilmiistiir. Araya giren oligonukleotidlerin kodon
kaymasina sebep olmasi, diger 3 kolonide DNaz aktivitesinin olugsmamasina sebep olmus
olabilir. Ayrica aktivite gosteren iki koloniden biri daha yiiksek aktivite gOstermistir (veri
gosterilmemistir). Dizi analizleri incelendiginde araya oligonukleotid alan klonun daha iyi
aktivite gosterdigi anlagilmistir. Ligasyon sirasinda araya giren bu oligonukleotidin ti¢lii kodon
yapisin1 bozmadig1 anlasilmaktadir. Ayn1 zamanda Spdl enzimini hiicre membranindan daha
uzak tutmaya yaradigi diistiniilmektedir. Boylece Spd1 enzimi substrati olan DNA’lara daha
kolay ulagsmis ve daha yiiksek aktivite gostermistir. Calismamizda saflastirma hedeflendigi i¢in
aktivitesinin fazla olmasi Oonemsenmemistir. Fakat biitiin hiicre aktivitesinin kullanilmasi
hedeflenirse OmpA — rekombinant protein arasina bir baglayici dizi eklenerek aktivitenin
artirtlmast miimkiindiir. Araya eklenen dizi rekombinant proteini hiicre membranindan
uzaklastirip, substrat1 ile daha iyi etkilesime ge¢mesini saglayabilir.

Calismamizin diger bir sonucu olarak, tim hiicre ile muamele edilmis olan genomik
DNA’larin, saflastirdigimiz Spdl ile muamele edilmis olanlara gére daha iyi degrade oldugu
gozlenmistir (Resim 3). DNA, 2 numarali 6rnekte 4 numarali 6rnege oranla ¢ok daha iyi
degrede olmustur. Bunun iki farkli sebebi olabilir; Birincisi, biitlin hiicre yiizeyinde olan Spd1
miktart saflastirilmis Spd1 miktarina oranla oldukca fazladir. Sonikasyon islemleri sonucu
parcalanmadan kalan hiicrelerin uzaklastirilmasi, ayrica enterokinaz kesimi sebebiyle membran
proteinlerinden ayrilamayan Spd1’lerin kayb1 da bu duruma yol agmais olabilir. Ayrica santifriij
isleminde de ¢Oktiirme basarist 100% degildir. Spd1’in bir kismi bu asamalarda
kaybedilmektedir.

Ikincisi; 2 numarali 6rnekte, hiicreler DNaz tamponunda ¢dziilmiistiir. Bu yiizden Spdl
tam aktivite gosterebilmektedir. Fakat 4 numarali 6rnekte saflastirma basamaklari sonucunda
ortamda enterokinaz tamponu da bulunmaktadir. Ayrica protein yogunlugunu artirmak icin
liyofilizasyon islemi yapilmistir. Bunun sonucunda protein ile birlikte tuz konsantrasyonu da
artmistir. Bu yogun tuz DNaz aktivitesini olumsuz yonde etkilemistir. Tuz yogunlugunun fazla

olmast SDS-PAGE ayiriminda protein bandinin genislemesine de sebep olmustur (Resim 6).
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6. SONUC ve ONERILER

Giiniimiizde rekombinant DNA ve rekombinant proteinlerin dizayni, lretilmesi ve
saflastirilmast biyoteknoloji agisindan olduk¢a 6nemlidir. Hastaliklarin tan1 ve tedavilerinde,
gida endiistrisinde, tarim ve hayvancilik alaninda kullanilan enzim ve proteinler ile ilgili
teknoloji her gecen giin daha da gelistirilmektedir. Proteinlerin saflagtirmasinda kullanilan
mevcut yontemler ise genelde masrafli ve karmasiktir. Tez ¢alismamizda Spdl enzimi i¢in
gelistirdigimiz ve kullandigimiz gosterim temelli bu yontem ise basittir ve 6zellesmis cihazlara
ihtiyag duymadan uygulanabilmektedir. Bakteriyel gosterim teknikleri son yillarda
popiilerlesmeye baglamistir. 2014 ve 2019 willarinda alinan patentler de bu fikri
desteklemektedir. 2014 yilinda Jose ve arkadaslari tarafindan, birgok Gram negatif bakteride
kullanilabilen fonksiyonel bir protein gosterimi {izerine patent alinmigtir. 2019 yilinda Salverda
ve arkadaslar tarafindan, dig membran proteinleri ile yapilan antijen gosterimi lizerine patent
alinmustir.

Tez calismamiz sayesinde saglik alaninda, 6zellikle kistik fibrozis tedavisinde kullanilan
streptodornaz enzimi igin basit ve diisik maliyetli bir yol gelistirilmistir. Ayn1 yontem
basamaklart ve mantigimin diger rekombinant proteinlerin saflastirilmasi amaciyla hem
laboratuvarimiz biinyesinde, hem de ileride genis Ol¢ekli iretimlerde faydali bir model

olabilecegini diistinmekteyiz.
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