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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

KIRMIZI FLORESAN PROTEIN GENININ KLONLANMASI VE
CEREIBACTER SPHAEROIDES 0.U.001’DE EKSPRESYONU

Aysenur ALTINKAYA

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Gokhan KARS
2025, 161 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Gokhan KARS
Prof. Dr. Gokhan SADI
Dr. Ogr. Uyesi Ash DAGERI

Cereibacter sphaeroides, fotosentetik, fakiiltatif anaerob ve gram-negatif bir bakteridir. Metabolik
cesitliligi ve genetik olarak manipiile edilebilme yetenegi sayesinde biyoteknolojik uygulamalarda
potansiyel bir konak hiicre olarak degerlendirilmektedir. Floresan proteinler, belirli dalga boylarinda 15181
emerek daha uzun dalga boylarinda 1sik yayabilmektedir. Bu ozellikleri sayesinde biyoteknoloji ve
molekiiler biyoloji alaninda genis bir kullanim alanina sahiptirler. Kirmizi Floresan Protein (RFP), uzun
dalga boyunda emisyon yapmasi nedeniyle biyomedikal goriintiileme ve hiicre i¢i analizlerde énemli bir
arag olarak kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, C. sphaeroides’in rekombinant protein iiretimi i¢in bir
hiicre fabrikasi olarak kullanilabilirligini test etmek amaciyla fruktoz ile indiiklenebilen bir ekspresyon
vektoril gelistirildi. Vektortin galigabilirligini degerlendirmek i¢in RFP geni kullanildi. Bu kapsamda, rfp
geni, fruktoz ile indiiklenebilen pFRU2 ekspresyon vektoriine klonlandi ve klonlama isleminin
dogrulanmast i¢in molekiiler biyolojik yontemler kullanildi. Caligma kapsaminda, rfp geni uygun
restriksiyon enzimleri ile kesilerek pFRU2 vektoriine entegre edilmis ve bu iglem hem geleneksel klonlama
yontemi hem de Gibson Assembly yontemi ile gergeklestirildi. Rekombinant vektor, C. sphaeroides
0.U.001 susuna konjugasyon ile aktarildi ve basarili klonlarin belirlenmesi amaciyla koloni PCR,
restriksiyon enzimi kesim analizi ve dizileme yontemleri kullanildi. Elde edilen sonuglar, rfp’nin pFRU2
vektoriine basariyla klonlandigini ve rekombinant suslarin dogrulandigini gosterdi. RT-gPCR analizleri,
hedef genin transkripsiyon seviyelerinin belirlenmesine yonelik gerceklestirildi ve rfp transkriptlerinin
varligi tespit edildi. Ancak, protein diizeyinde yapilan degerlendirmelerde herhangi bir floresan sinyal elde
edilemedi. Ayrica, fruktoz varligi ve yoklugu arasinda rfp transkripsiyon seviyelerinde belirgin bir fark
gozlemlenmedi. Bu bulgular, fruktoz ile indiiklenebilen ekspresyon sisteminde promotor aktivitesinin
beklenen seviyede indiiksiyon ile ¢aligmadigini ve transkripsiyon siirecinin translasyona dontigmedigini
gostermistir. Calisma, fruktoz ile indiiklenebilen ekspresyon sistemlerinin etkinligi {izerine yapilan
arastirmalara katki saglamakta ve genetik diizenleyici elemanlarin optimizasyonuna yonelik yeni ¢calismalar
igin temel olusturmaktadir. Gelecekte yapilacak g¢alismalar, rfp geninin kodon optimizasyonu ile
ekspresyon seviyesinin artirilmasi, farkli promotdr sistemlerinin kullanilmas1 ve farkli floresan
proteinlerinin kullanim potansiyelinin arastirilmasi yoniinde ilerleyebilir.

Anahtar Kelimeler: Cereibacter sphaeroides 0.U.001, Ekspresyon vektorii, Gibson
Assembly, Kirmizi Floresan Protein, Klonlama.
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Cereibacter sphaeroides is a photosynthetic, facultative anaerobic, and Gram-negative bacterium.
Due to its metabolic versatility and the ability to be genetically manipulated, it is considered a potential
host for biotechnological applications. Fluorescent proteins absorb light at specific wavelengths and emit
light at longer wavelengths. Thanks to these properties, they have a wide range of applications in
biotechnology and molecular biology. RFP (Red Fluorescent Protein) is widely used as a significant tool
in biomedical imaging and intracellular analyses due to its long-wavelength emission. In this thesis study,
an expression vector inducible by fructose was developed to test the usability of C. sphaeroides as a cell
factory for recombinant protein production. The RFP gene was used to evaluate the functionality of the
vector. Within this scope, the rfp gene was cloned into the fructose-inducible pFRU2 expression vector,
and molecular biology methods were used to confirm the cloning process. The rfp gene was excised with
appropriate restriction enzymes and integrated into the pFRU2 vector using both traditional cloning and
Gibson Assembly methods. The recombinant vector was transferred to the C. sphaeroides 0.U.001 strain
via conjugation, and colony PCR, restriction enzyme digestion analysis, and sequencing were used to
identify successful clones. The results showed that rfp was successfully cloned into the pFRU2 vector and
that recombinant strains were confirmed. RT-gPCR analyses were performed to determine the transcription
levels of the target gene, and the presence of rfp transcripts was detected. However, no fluorescent signal
was observed in protein-level evaluations. Additionally, no significant difference was observed in rfp
transcription levels in the presence or absence of fructose. These findings indicate that the promoter activity
in the fructose-inducible expression system did not function at the expected induction level, and the
transcription process did not translate into protein production. This study contributes to research on the
efficiency of fructose-inducible expression systems and lays the foundation for future work aimed at
optimizing genetic regulatory elements. Future studies may focus on increasing expression levels through
codon optimization of the rfp gene, using different promoter systems, and exploring the potential of other
fluorescent proteins.

Keywords: Cereibacter sphaeroides 0.U.001, Cloning, Expression vector, Gibson Assembly,
Red Fluorescent Protein.
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1. GIRIS

Floresan proteinler, biyolojik arastirmalarda hiicresel yapilar1 ve siiregleri
gorsellestirmek icin belirli bir dalga boyundaki 15181 emerek bagka bir dalga boyundaki
15181 yayan proteinlerdir. Arastirmacilara biyolojik arastirmalarda molekiiler siireglerin
gozlemlenmesini ve izlenmesini saglayan benzersiz bir izleme araci sunmaktadir.
Ozellikle canli hiicrelerdeki protein lokalizasyonunu, hiicresel dinamikleri ve gen
ekspresyonunu arastirmak i¢in bu proteinleri genetik olarak isaretlemek miimkiindiir

(Sekil 1.1).

Sekil 1. 1. Kirmizi, yesil, mavi floresan proteinle etiketlenmis hiicre kiiltiiriic (Nienhaus, 2008).

Ilk olarak denizanasi Aequorea victoria’da kesfedilen yesil floresan protein
(Green Fluorescent Protein, GFP), floresan etiketleme yontemlerinin gelismesini
saglamig ve yeni floresan proteinlerin gelistirilmesine olanak tanimistir. Yapilan cesitli
aragtirmalar sonucunda GFP’ nin sahip oldugu yiiksek floresan etkinligi ve yliksek foto
stabilitesinin yetersiz oldugu anlasilmig ve bu protein yerini Kirmiz1 Floresan Proteini
(Red Flourescent Protein: RFP) gibi daha yiiksek etkinlige sahip floresan proteinlere
birakmistir (Zimmer, 2002). RFP’ nin gelismesiyle birlikte tip ve biyoteknoloji
alanlarinda uzun siireli gézleme dayali ve derin doku goriintiileme gibi uygulamalara alan
acilmistir.

580-610 nm dalga boyu araliginda emisyon yapan RFP, canli dokularda daha iyi
sinyal iletimi ve daha az enerji kayb1 saglamasi sayesinde oldukga tercih edilmektedir.
Bu nedenle, derin dokularda bile RFP ile yiliksek ¢0ziiniirlilkte goriintiileme

yapilabilmektedir. RFP, diger floresan proteinlere gére daha uzun dalga boyunda emisyon
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yapabilmesi sayesinde, hiicrelerin daha az foto toksisite yagsamasina olanak tanimaktadir.
RFP’ nin uzun siireli sinyal stabilitesi ile floresan gézlemler yapmak miimkiindiir, bu da
biyomolekiiler siireclerin daha dinamik bir sekilde izlenmesine olanak sunmaktadir. Tiim
bu avantajlar1 sayesinde RFP, GFP gibi diger floresan proteinlere kiyasla biyomolekiiler
ve biyoteknolojik arastirmalar gibi bir¢ok durumda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, C. sphaeroides’ in rekombinant protein {iretimi i¢in bir hiicre
fabrikas1 olarak kullanilabilirligini test etmek amaciyla, fruktoz ile indiiklenebilen bir
ekspresyon vektorii gelistirilmistir. Vektoriin calisabilirligini degerlendirmek {izere
Kirmiz1 Floresan Protein geni (rfp) kullanilmistir. C. sphaeroides, aerobik ve anaerobik
kosullarda yasayabilme yetenegi ile olduk¢a dikkat ¢eken fotosentetik bir bakteridir
(Sekil 1.2.). Genetik yapisinin detayli arastirilmis olmasi nedeniyle, biyoteknolojik
uygulamalar ve protein ekspresyon arastirmalari i¢in miikemmel bir model organizmadir.
Bu bakterinin metabolik esnekligi, RFP' nin farkli oksijen seviyelerinde ve fotosentez gibi
1s18a duyarl siireglerdeki davranisini anlamada avantaj saglamaktadir. C. sphaeroides
tiim bu 6zelliklerinin sundugu faydalarla birlikte, ¢evresel kosullarin protein ekspresyonu

tizerindeki etkisini incelemek i¢in ideal bir model organizmadir.

Sekil 1. 2.Cereibacter sphaeroides 0.U.001 mikroskopik goriintiisii
https://genome.jgi.doe.gov/portal/rhosp/rhosp.home.html erisim tarihi:19-10-23

Ekspresyon sistemleri, genetik miihendisligi ve biyoteknoloji alaninda belirli
proteinlerin {iretimi igin kullanilan 6nemli bir aractir. Uretimi istenilen proteinlerin
biyolojik sistemlerde eksprese edilmesi, protein-protein etkilesimlerinin ve hiicresel
stireclerin isleyisini anlamak ve bu isleyisleri manipiile edebilmek agisindan biiyiik

kolaylik saglamaktadir. Bakteriyel, mayasal, bitkisel ve hayvansal hiicre tabanli sistemler


https://genome.jgi.doe.gov/portal/rhosp/rhosp.home.html
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gibi farkli ekspresyon sistemleri, RFP gibi proteinlerin {iretiminde farkli avantajlar
sunmaktadir (Brown, 2016).

Bakteriyel ekspresyon sistemleri, sahip olduklar1 yiiksek protein verimliligi ve
hizli iiretim siireleri ile ekspresyon sistemleri arasinda en ¢ok tercih edilen araglarin
basinda gelmektedir (Brown, 2016). Bu sistemlerin en biiyiik avantajlarindan biri, farkli
proteinlerin sentezine olanak tanimalar1 ve genetik miihendislik teknikleriyle kolayca
degistirilebilmeleridir. Ekspresyon vektorleri istege bagl olarak indiiklenebilir promotor
igcerebilirler ve bu da digsal faktorlerin uyarimiyla protein iiretim seviyelerini kontrol etme
avantaji sunmaktadir. indiiklenebilir promotorler, istenilen zamanda ve belirli kosullar
altinda aktif duruma gelerek hedef proteinin sentezini baglatmaktadir. Bu sayede
arastirmacilar ¢evresel faktorlere ve deneysel gereksinimlere gore protein liretimini en iyi
sekilde ayarlayabilmektedir.

Bu sistemler, ¢esitli mikroorganizmalarda kullanilabiliyor olmakla birlikte,
ozellikle Escherichia coli gibi arastirmalarda ¢okca kullanilan bakterilerde protein
sentezleme ve genetik materyalin klonlanmasi i¢in siklikla tercih edilmektedir. E. coli,
cogalma hizi ve genetik modifikasyona uygunlugu ile protein ekspresyonu igin
miilkemmel bir model organizmadir. Bu bakteri birgok hiicresel prosesleri kolay bir
sekilde gerceklestirebildigi ve diisiik maliyetli oldugu icin ¢alismalarda siklikla tercih
edilmektedir.

Sonug olarak bu ¢alismadaki asil hedef, C. sphaeroides’ in rekombinant protein
tiretimi i¢in bir hiicre fabrikasi olarak kullanilabilirligini test etmek amaciyla, fruktoz ile
indiiklenebilen bir ekspresyon vektorii gelistirmektir. Bu kapsamda C. sphaeroides’te
replike olabilen yeni bir ekspresyon vektorii test edilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
bulgular C. sphaeroides’in hiicre fabrikasi olarak kullanilmasi yoniindeki arastirmalara

yol gosterici nitelikte olacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Klonlama

2.1.1. Geleneksel Klonlama

Geleneksel klonlama, molekiiler biyolojide 6nemli bir yontemdir ve genetik

miihendislik arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bu yontem, bir vektor kullanarak

bir organizmanin DNA'simnin belirli bir genetik bdlgesinin veya geninin bagka bir

organizmada ekspresyonunu saglamaktadir (Cadirci, 2021). Geleneksel klonlama, bir dizi

biyokimyasal reaksiyon ve genetik miithendislik asamasindan olusmaktadir. Hedef DNA,

bu asamalarda izole edilip, restriksiyon enzimleri ile Kesilip, uygun vektorle

birlestirilerek, “transformasyon” adi verilen son asama ile konak hiicreye aktarilmaktadir

(Sekil 2.1.). Bu siirece dair adimlar detayl bir sekilde asagida verilmistir (Brown, 2016):

Hedef DNA’min Hazirlanmasi: ilk adim olarak hedef DNA'nin izole edilmesi ve
saflastirilmasi gerekmektedir. Hedef gen, genellikle genomik DNA'dan kesilerek
veya PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gibi yontemler kullanilarak
cogaltilmaktadir. Bu DNA pargasi sayesinde belirli bir diziyi tasiyan segmentler
elde edilebilmektedir. Ardindan restriksiyon enzimleri kullanilarak, hedef DNA
kesilmektedir. Kullanilan bu restriksiyon enzimleri, palindromik dizileri taniyan
ve kesen enzimlerdir. Bu kesim aracilig1 ile kullanilacak vektor ve hedef DNA
kesilerek her iki molekiil iizerinde yapiskan veya kiit uglar olusmaktadir. Boylece
hedef DNA, birbirine tamamlayici diziler olusturularak, vektore entegre edilir.

Vektor Hazirlanmasi: Hedef DNA'y1 tagimak i¢in genellikle vektor gérevi goren
plazmitler kullanilmaktadir. Bakterilerde dogal olarak bulunan dairesel ve ekstra
kromozomal DNA molekiilleri, “plazmit” olarak bilinmektedir. Tagiyacag:
genetik materyalin dogrulugunu gorebilmek icin, vektor iizerinde belirli isaret
dizileri icermektedir. Se¢ici markdr olarak gorev yapan antibiyotik direng genlerti,
bu diziler arasinda bulunmaktadir. Hedef DNA ile uyumlu hale gelmek icin
onceden restriksiyon enzimleri ile vektor kesilmektedir. Bu basamak, hedef
DNA'nin vektore entegre olabilmesi igin gerekli uglari olusturmak icin
kullanilmaktadir. Ligasyon islemi Oncesinde fosfataz enzimi kullanilarak,

plazmitin kendi kendine birlesmesi engellenmektedir.
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Ligasyon: Klonlanacak hedef DNA ve vektor gerekli oranlarda uygun bir ligaz
enzimi ile (T4 DNA ligaz vb.) birlestirilip, islem gergeklestirilmektedir. Ligaz
enziminin islevi DNA'min seker-fosfat omurgalarini baglamaktir. Bu enzim
sayesinde iki molekiil birbirine entegre olmaktadir. Bu prosediir, hedef DNA'nin
vektore entegre oldugu bir rekombinant DNA molekiilii olusturmak igin
kullanilmaktadir. Ligasyon verimliligi, hedef DNA ve vektor uglarinin uyumuna,
kullanilan vektore, ligaz enziminin etkinligine ve reaksiyon kosullarina baglidir.
Transformasyon: Ligasyon sonucu olusturulan rekombinant DNA molekiili,
genellikle E. coli gibi kompetan halde olan bakterilere aktarilmaktadir. Hiicre
gecirgenligini artirmak icin 1s1 soku veya elektroporasyon gibi yontemler
kullanilarak, transformasyon islemi gerceklestirilir. Hiicreler, bu siire¢ boyunca
disaridan alinan DNA molekiillerini i¢lerine alarak ¢ogalmaya baslamaktadirlar.
Transformasyon tamamlandiktan sonra, rekombinant DNA'ya sahip bakteriler,
antibiyotik igeren secici besi ortamlarinda c¢ogaltilmaktadirlar. Segilebilen
koloniler, antibiyotige direngli geni biinyesinde bulunduran plazmiti icermektedir.
Secim ve Tarama: Transformasyon tamamlandiktan sonra rekombinant DNA'ya
sahip bakterilerin belirlenmesi gerekmektedir. Vektoriin tasidigi antibiyotik
diren¢ geninin varligr, bu se¢imin yapilmasina olanak saglar. Dogru
transformantlarin se¢imi igin antibiyotik diren¢ geninin yani sira mavi-beyaz
tarama yOntemleri gibi, farkli secim teknikleri de kullanilabilmektedir. Ancak bu
gibi yontemler sonunda alinan sonuglar, kesin bir se¢im i¢in yeterli degildir.
Akabinde DNA dizileme, restriksiyon endoniikleaz analizi ve PCR gibi islemlerle
klonlarin dogrulugu test edilmektedir. Restriksiyon analizi, vektoriin dogrulugunu
ve hedef genin entegrasyonunu kontrol ederken; PCR, hedef genin varligini test
etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA dizileme ise, hedef DNA'nin tam
olarak vektorde bulunup bulunmadigini belirlemenin en dogru yolu olarak
kullanilmaktadir.

Ekspresyon ve Saflastirma: Tarama isleminden sonra hedef genin ekspresyonu
i¢cin dogru klonlar segilerek, bakteriler kiiltiirlenmelidir. Bu hedef genin konak
hiicrede eksprese edilmesi, plazmitin tasidigi promotdr ve diger diizenleyici
unsurlarin yardimiyla gerceklesmektedir. Ekspresyon verimliligi, hedef genin
Ozelliklerine ve kullanilan ekspresyon sistemine bagli olarak degisir, bu nedenle

bu asama genetik miihendisliginin en 6nemli asamasidir. Ekspresyon sonrasinda,
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siklikla hedef protein saflastirilarak analiz edilmektedir. Afinite kromatografisi

veya diger protein saflastirma yontemleri, bu gibi saflagtirma islemlerinde

kullanilmaktadir.
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Sekil 2. 1. Molekiiler klonlama akisi-Created in BioRender

Geleneksel klonlama, molekiiler biyoloji ve genetik miihendisliginde oldukca
kullanigh olmasina ragmen bazi kisitlamalar1 da beraberinde getirmektedir. Kiiciik, iyi
karakterize edilmis DNA pargalarinin klonlanmasinda yontem basarili olsa da biiytik veya
karmagik DNA segmentlerinin manipiilasyonu sirasinda verimlilik diisebilmektedir. Bu
teknik, restriksiyon enzimlerine bagimli oldugu i¢cin hedef DNA {izerinde uygun kesim
bolgelerinin  olmamasi1 durumunda, kullanilabilirligi sinirlanabilmektedir. Bunun
sonucunda da dogrulama agamalar1 zaman alic1 ve pahali olabilmektedir. Tiim bunlara
ragmen geleneksel klonlama; basitligi, diisiik maliyeti ve genis bir kullanim alani
sayesinde hala degerlidir ve modern tekniklerin gelismesine temel olusturan temel bir
tekniktir (Brown, 2016). Genis bir ¢ergeve igerisinde yeni nesil klonlama yontemleri daha
esnek ve hizli ¢dziimler sunsa da geleneksel klonlama birgok laboratuvarda hala siklikla
kullanilmakta ve molekiiler biyoloji ve genetik miihendisliginin énemli bir aract olarak

tercih edilmeye devam edilmektedir.
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2.1.2. Gateway Klonlama

Lambda faj rekombinasyon sistemini kullanan hizl1 ve etkili bir klonlama yontemi
olan Gateway klonlama, genetik materyalin belirli bir vektére aktarilmasini
saglamaktadir. Bu teknik, hedef DNA’nin “rekombinasyon bolgeleri” olarak adlandirilan
spesifik dizilere dayali olarak birlestirilmesini miimkiin kilip ayni1 genetik materyalin
farkli vektorlere taginabilmesini kolaylastirmaktadir. Gateway klonlama, 6zellikle ¢coklu
vektor sistemleriyle c¢alisan arastirmacilar igin O6nemli bir aractir (Jefferies &
Haciomeroglu, 2010).

Bu teknik "giris klonlama" ve "hedef klonlama" olmak iizere iki basamaktan
olusmaktadir. Ilk basamakta, giris vektdrii olarak adlandirilan 6zel bir vektore, hedef gen
entegre edilmektedir. Rekombinasyon reaksiyonu rekombinaz enzimleri tarafindan
katalizlenmektedir. Bu siire¢, lambda fajimnin attB, attP, attL ve attR dizileri tarafindan
yonlendirilmektedir. Ik basamagin sonunda giris vektoriinde hedef DNA kalic1 olarak
bulunmaktadir. lkinci asamada ise, hedef DNA giris vektorden hedef vektore
aktarilmaktadir. Promotér ve seleksiyon bolgeleri gibi fonksiyonel bilesenler iceren
destinasyon vektorii, genellikle spesifik bir ekspresyon i¢in tasarlanmaktadir.

Gateway klonlamanin en biiyiik avantajlarindan biri, hedef DNA'nin bir ligaz veya
restriksiyon enzimi kullanmadan aktarilabilmesidir. Bunun yerine mevcut homolog
rekombinasyon sistemi sayesinde rekombinaz enzimleri DNA'y1 6zenle birlestirmektedir.
Ek olarak, bu teknik ¢ok sayida vektor sistemine de uygulanabilmektedir.
Rekombinasyon bolgesi igeren vektorlerin ¢esitliligi ile genetik materyalin gesitli
organizmalara adaptasyonunu kolaylagmaktadir. Gateway klonlama, bu esnekligi
sayesinde genetik miihendisligi, sentetik biyoloji ve proteomik alanlarinda oldukga
onemli bir teknik haline gelmistir (Brown, 2016).

Tiim bu avantajlarin yaninda Gateway klonlamanin belirli sinirlamalar1 da
bulunmaktadir. Bunlardan birisi bu yontemin sadece attB ve attP gibi spesifik diziler
iceren vektorlerle calisabilmesidir. Bu durum, genetik materyal tasarlanirken
aragtirmacilart belirli bir sistemle sinirlayabilmektedir. Bir digeri ise Gateway klonlama
icin kullanilan reaktif ve kitlerin, klasik yontemlerle karsilastirildiginda daha pahali
olmasidir. Tiim bunlara ek olarak da biliylikk gen dizilerinin transferi, sistemin
verimliliginin diigmesine neden olmaktadir.

Sonug olarak, hiz ve dogrulugun 6n planda oldugu uygulamalar i¢in Gateway

klonlama oldukca tercih edilen bir yontemdir. Rekombinasyon tabanli bu sistem,
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aragtirmacilara 6zellikle ¢oklu gen ekspresyon vektorlerinin kullanildigi projelerde biiyiik
avantaj saglamaktadir (Esposito vd., 2009). Gateway klonlama, genetik materyalin farkli
sistemlere aktarilmasinda sagladigi esneklik ve hata riskinin azlig1r ile cagdas

biyoteknoloji i¢in vazgecilmez bir ara¢ haline gelmistir.

2.1.3. TOPO Klonlama

TOPO klonlama, PCR ile amplifiye edilen DNA par¢alarinin vektorlere entegre
edilmesi yOntemi ile calisan, restriksiyon enzimlere veya ligaz kullanimina ihtiyag
duymayan etkili ve hizli bir klonlama yontemidir. Bu teknik, amplifikasyon sirasinda Taq
DNA polimerazin iirettigi tek sarmalli "A" uclarin1 ve topoizomeraz enziminin ligasyon
ozelligini kullanmaktadir (Brown, 2016). TOPO klonlama, geleneksel klonlama
yontemlerinin aksine birkag dakikada tamamlanabilir ve bu agryla da zaman agisindan
onemli bir avantaj saglamaktadir.

TOPO klonlama, topoizomeraz enziminin DNA'y1 ¢ift sarmalli yapida kesme ve
baglama yetenegine dayanmaktadir. Bu enzim TOPO vektoriiniin tek sarmalli timidin (T)
niikleotidleriyle PCR f{irlinlerinin 3' ucunda bulunan adenozin (A) niikleotidlerini
eslestirmekle gorevlidir. DNA’nin uglarina kovalent olarak baglanmis topoizomeraz
enzimleri TOPO vektorleri tizerinde bulunmaktadir (Xu & Qingshun, 2008). Vektoriin
komplementer uclari ile PCR {irlinii hizalandiginda, topoizomeraz enzimi hizl bir sekilde
ligasyon gerceklestirip istenilen PCR {iriinii vektor icerisine entegre edilmektedir.

PCR iirlinlerinin herhangi bir 6n islem gerektirmeden dogrudan kullanilabilmesi
bu yontemin en biiyiikk avantajlarindan biridir. TOPO klonlama, PCR iiriinlerinin
restriksiyon enzimleriyle kesilmesi veya saflagtirilmasi islemlerini gerektirmemektedir.
Boylece klonlama siireci boyunca zaman ve is giinii tasarrufu saglanir ve hata riski de
onemli derecede azalmaktadir. Bunlarin yaninda hem yonelim kontrollii (directional) hem
de yonelim kontrollii olmayan (non-directional) uygulamalarda da TOPO klonlama
kullanilabilmektedir.

TOPO klonlamanin kullanim alanlar1 oldukga gesitlidir. Gen dizisi analizi igin
klonlanmis DNA'nin stabil bir sekilde saklanabilmesinde, rekombinant protein iiretimi
i¢in genlerin ekspresyon vektorlerine aktarilabilmesinde ve molekiiler biyolojinin diger
birgok alaninda kullanilabilmektedir. Bu yontemin etkinligi, baslangi¢ materyali olarak
DNA miktarinin diisiik oldugu uygulamalarda da oldukc¢a dikkat cekicidir. TOPO

klonlama bir¢ok avantaja sahiptir, ancak bazi sinirlamalar1 da beraberinde getirmektedir.
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Bunun en 6nemlisi sadece Taq DNA polimeraz veya benzer enzimlerle olusturulan tek
sarmalli A uglarina sahip iriinlerle PCR ¢alisabilmesidir (Patel, 2009). Buna ek olarak
diger klonlama yontemlerine kiyasla TOPO klonlama kitleri daha fazla maliyetlidir.
Ayrica gen tasariminin yanls yapildigi durumlarda da yonelim hatalari1 olusabilmektedir.

Ozetle TOPO klonlama, hizl1 ve kolay klonlama siiregleri sayesinde arastirmacilar
icin giiclii bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Bu yontem, PCR iiriinlerinin dogrudan
vektore aktarilmasini ve sonuglarin hem zaman kazandirict hem de gilivenilir bir sekilde

verilmesini saglamaktadir.

2.1.4. CRISPR Tabanh Klonlama

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats, Diizenli Aralikli
Palindromik Tekrar Kiimeleri) tabanli klonlama, molekiiler biyoloji ve genetik
miihendisliginde kullanilan ¢ok 6nemli bir tekniktir. Belirli DNA dizilerini hedeflemek,
degistirmek, eklemek veya c¢ikarmak icin kullanilan CRISPR-Cas9 sistemi, oldukca
hassas ve etkili bir yontemdir. Bu yontem, dogal olarak bakterilerde bulunan ve viral
DNA'y1 hedefleyerek bagisiklik saglayan bir savunma mekanizmasinin laboratuvar
ortaminda gelistirilmis halidir (Baltaci & Arslan, 2020). Genom diizenleme
teknolojilerinin temelini olugturan CRISPR tabanli klonlama, genetik manipiilasyon
uygulamalarinda oldukg¢a genis bir kullanim alanina sahiptir.

Cas9 proteini ve rehber RNA (guide RNA: gRNA) bu yaklasimin merkezinde
bulunmaktadir. Cas9, gRNA yoluyla yonlendirilen ve ¢ift sarmalli DNA'y1 kesebilen bir
endoniikleazdir. Hedef DNA dizisine komplementer bir sekans igeren gRNA, Cas9'u bu
bolgeye yonlendirmektedir. Cas9 hedef DNA'da belirli bir bolgeyi belirledikten sonra,
DNA'in her iki sarmalin1 da kesmektedir (Giiler Kara vd., 2022). Bu enzim, ¢ift zincir
kirig1 (Double-strand break: DSB) olarak bilinen bir kirigi olugturmaktadir. Olusturulan
bu kirik hiicre tarafindan onarilirken istenilen bir genetik materyal eklenebilir,
cikarilabilir veya degistirilebilmektedir.

CRISPR tabanli klonlama, homolog rekombinasyon (homology-directed repair:
HDR) veya hata-prone onarim (non-homologous end joining: NHEJ) olmak iizere iki
temel onarim mekanizmasindan birini kullanmaktadir. HDR, genetik materyalin tamir
edilecegi kisma 0Ozel olarak tasarlanmis bir DNA sablonunun eklenmesini
gerektirmektedir. Bu nedenle gen ekleme veya degistirme gibi islemler icin ideal bir

mekanizmadir. Bununla birlikte NHEJ, hatali onarim mekanizmalar1 nedeniyle genellikle
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kiiciik insersiyonlar veya delesyonlar olusturur ve bu nedenle de gen susturma
calismalarinda kullanilmaktadir.

Genetik mihendisligi ¢alismalar1 i¢in CRISPR tabanli klonlama oldukga
avantajhidir. Hedef DNA dizisini segmek i¢in sadece gRNA'nin tasarlanmasi yeterlidir.
Bu sayede de sistem daha hizli ve esnek hale gelmektedir. Ek olarak, ayni anda birden
fazla genin diizenlenmesine izin vererek yiliksek verimlilikle sonug alinmasina olanak
tanimaktadir. Diger klonlama tekniklerinden farkli olarak, zaman alic1 basamaklar
icermeyerek kisa silirede istenilen gen bolgelerinde degisiklikler yapilmayr da
saglamaktadir (Brown, 2016). Tarim biyoteknolojisi, hastalik modelleme, sentetik
biyoloji ve gen tedavisi gibi bir¢ok alanda bu yaklagim kullanilmaktadir. CRISPR, insan
genomunda hastaliga neden olan mutasyonlar1 degistirebilirken bitkilerde de daha
direncli ve daha verimli iiriinler olusturabilmektedir. Ozellikle karmasik genetik
modifikasyonlarin gerekli oldugu aragtirmalar i¢gin CRISPR klonlamas1 olduk¢a 6nemli
bir hale gelmistir.

Bu kullanim alanlarinin yaninda CRISPR tabanli klonlamanin sinirlamalar1 da
mevcuttur. Bunlardan birisi hedef DNA boélgesinde olusabilecek beklenmedik
mutasyonlardir (off-target etkileri). Bu mutasyonlar tibbi uygulamalarda istenmeyen
sonuclar meydana getirebilmektedir. Ek olarak, HDR gibi hassas onarim
mekanizmalarinin diisiik verimliligi bazi uygulamalar i¢in kisitlayict olabilmektedir.
Mevcut smirlamalarin 6tesinde JRNA'nin uygun sekilde tasarlanmasit ve optimize
edilmesi protokollerde meydana gelebilecek sinirlamalari ortadan kaldirabilmektedir.

Sonu¢ olarak CRISPR tabanli klonlama, molekiiler biyoloji ve genetik
mithendisliginde yeni bir paradigma yaratan bir tekniktir (Dickinson & Goldstein, 2016).
Hedefe yonelik ve esnek yapisi sayesinde, gen diizenleme ¢alismalarinda aragtirmacilara
benzersiz kontrol imkan1 saglamaktadir. CRISPR hem uygulamali biyoteknolojide hem
de temel bilimlerde genetik arastirmalarin merkezinde yer alarak gelecegin

biyoteknolojik uygulamalari i¢in 6nemli bir temel olusturmaktadir.

2.1.5. Gibson Klonlama

Molekiiler biyolojide devrim yaratan bir teknik olan Gibson klonlama, DNA
parcalarin1 homolog dizilere dayali olarak birlestirmektedir. Bu yontem, geleneksel
klonlama yontemlerinin sinirlamalarini agarak, restriksiyon enzimlerine bagimlilig

ortadan kaldirmaktadir. Bu teknik, ozellikle biiyiik ve karmasik genetik yapilari insa
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etmek i¢in miikemmel bir yontemdir (Wang vd., 2015). Gibson klonlamanin temel
prensibi, homolog uglara sahip DNA parcalarini birlestirmek i¢in ekzoniikleaz, DNA
polimeraz ve DNA ligaz enzimlerinin birlikte ¢calismasidir.

Bu yaklasimda, ilk olarak DNA parcalarinin homolog uclar tasarlanmaktadir.
DNA parcalarinin uglarinda bulunan bu homolog bdélgeler, 20 ila 40 baz cifti
uzunlugundaki tamamlayici dizilerdir. Ekzoniikleaz, DNA polimeraz ve DNA ligaz
olmak tizere li¢ temel enzimden olugsan Gibson reaksiyon karigimi, tasarlanan homolog
uclar ile birlestirilmektedir (Sekil 2.2.). Ekzoniikleaz enzimi, ilk asamada DNA'nin 5'
uclarint kademeli olarak pargalayarak tek sarmalli 3' uclarin ortaya ¢ikmasini
saglamaktadir. Bu islem, uclarin homolog dizilerle eslesmesi igin gereklidir. DNA
polimeraz enzimi, ikinci asamada eslesen DNA segmentleri arasindaki bosluklari
tamamlayarak eksik olan niikleotidleri doldurmaktadir. Son olarak, yeni sentezlenen
DNA dizisinin fosfodiester baglari, DNA ligaz enzimi tarafindan kovalent olarak
birlestirilmektedir (Wang vd., 2015). Kullanilan bu enzimlerin koordinasyonu ile DNA
parcalarinin kusursuz sekilde bir araya geldigi rekombinant DNA molekiilleri

olusturulmaktadir.

Lineer
vektor RFP

Sekil 2. 2. Gibson klonlama akigi-Created in BioRender

Gibson klonlama, sagladigi esnekliklerle geleneksel klonlama tekniklerinin
Otesine gegmistir. Bu teknik, birden fazla DNA parg¢asinin ayn1 zamanda birlestirilmesini
saglamaktadir. Gibson klonlama, birden fazla gen iceren karmasik bir genetik operonun
olusturulmasi veya bunun vektore eklenmesi gibi zorlu islemleri tek bir adimda kolayca
gerceklestirmek icin kullanilabilmektedir. Bunlara ek olarak, restriksiyon enzimlerine

ihtiyagc duymamasi sayesinde DNA iizerinde kesim bolgesi gerekliligini ortadan
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kaldirmaktadir. Tiim bu avantajlar, 6zellikle spesifik DNA dizileri ile ¢alismak igin
oldukca faydalidir. Bununla birlikte Gibson klonlama ytiiksek hiz ve verimlilik yaninda
DNA dizayninda da daha fazla 6zgiirliik saglamaktadir (Bordat vd., 2015). Bu yontem,
molekiiler biyoloji ve genetik miihendisligi alanlarinda cesitli avantajlar sunmaktadir.
Gibson klonlama; sentetik biyoloji projelerinde karmagsik genetik yapilarin
gelistirilmesinde, gen diizenleme siireclerinde ve rekombinant protein iiretimi igin
genlerin vektorlere aktarilmasinda oldukga 6nemlidir.

Sonu¢ olarak, Gibson klonlama, mevcut modern klonlama teknikleri arasinda
esnekligi ve etkinligi agisindan One ¢ikan bir yaklasimdir (Li vd., 2018). Genetik
mihendisliginin zorlu wuygulamalarinda kolaylikla kullanilabilen bu yontem,
arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilmektedir. Geleneksel klonlamanin aksine,
restriksiyon enzimlerine duyulan bagimliligi ortadan kaldirmasi ve karisik genetik
yapilart meydana getirmedeki basarisi, Gibson klonlamayr molekiiler biyolojinin

vazgecilmez bir parcasi haline getirmektedir.

2.2. Gen Aktarim Yontemleri

Gen aktarim yoOntemleri, genetik materyalin bir organizmadan digerine
aktarilmasini saglayan yoOntemlerdir. Genetik miihendisligi, biyoteknoloji ve tip
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Brown, 2016). Bu yaklagimlar, dogrudan ve
dolayli olarak iki ana kategoriye ayrilmaktadir. Dolayli yontemler, gen aktarimi i¢in
virlisler, plazmitler veya Agrobacterium tumefaciens gibi biyolojik vektorler
kullanilirken, dogrudan yontemler elektroporasyon, gen tabancasi ve mikroenjeksiyon
gibi teknikleri igermektedir. Gen aktarim teknikleri hayvan ve bitki genetiginin
degistirilmesinden, gen terapisi yardimiyla insan hastaliklarinin tedavisine kadar ¢ok
sayida alanda kullanilmaktadir. Kullanilacak tekniklerin se¢imi tasinacak genin

ozelliklerine ve hedef organizmanin tiiriine bagl olarak degismektedir.
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2.2.1. Dogrudan Gen Aktarim Yontemleri

Herhangi bir biyolojik vektér kullanilmadan, genetik materyalin hedef hiicreye
fiziksel veya kimyasal yoOntemlerle aktarilmasi dogrudan gen aktarim ydntemleri
kullanilarak yapilmaktadir. Genellikle bu teknikler, genetik materyalin dogrudan hiicre
zarini gecerek sitoplazmaya veya cekirdege ulagsmasini hedeflemektedir. Bu yontemler
farkli organizma tiirlerinde olduk¢a biiyiik bir uygulama alanina sahip olduklar1 i¢in
molekiiler biyoloji ve genetik miihendisligi arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dogrudan gen aktarim teknikleri genellikle kontrollii bir sekilde
laboratuvar ortaminda gerceklestirilmektedir. Ozellikle mikroorganizma, bitki ve hayvan
hiicrelerinde hedeflenen genetik degisikliklerin hizli ve etkili bir sekilde elde edilmesinde
bu yontemler oldukca etkilidir. Yontemler arasinda elektroporasyon, mikroenjeksiyon,

gen tabancasi (biyolistik yontem) ve ultra-Sonikasyon yer almaktadir.

2.2.1.1. Elektroporasyon

Dogrudan gen aktarimi icin kullanilan elektroporasyon yonteminde, genetik
materyalin hiicrelere aktarilmasi i¢in elektrik soklar1 kullanilmaktadir. Bu yaklasimda,
hiicreler kisa siireli olarak ytiksek voltajli bir elektrik akimina maruz birakilmaktadir. Bu
elektrik akimi ile hiicre zarinda gegici porlar (delikler) olugsmaktadir. DNA veya RNA
gibi genetik materyaller, olusan bu porlar araciligiyla hiicreye girmektedir. Uygulanan
elektrik akimi kesildiginde hiicre zar1 kendi kendine onarim yapmaktadir. Boylelikle de
aktarilan genetik materyal hiicre i¢inde kalabilmektedir.

Bakterilerden memeli hiicrelerine kadar, ¢ok sayida organizmaya gen aktarmak
icin elektroporasyon yontemi kullanilmaktadir. Farkli genetik materyal tiirlerini
tasiyabilmesi ve vektor gerektirmemesi nedeniyle kullanim agisindan oldukga yliksek
verimlilige sahiptir. Tiim bunlarin sayesinde genetik modifikasyon, protein {iretimi ve

gen terapisi ¢alismalarinda bu yontem siklikla kullanilmaktadir.

2.2.1.2. Mikroenjeksiyon

Mikroenjeksiyon, mikroskop altinda bir mikropipet kullanilarak genetik
materyalin dogrudan bir hiicreye -genellikle ¢ekirdege- ya da bir organizmanin

yumurtasina enjekte edilmesi esasina dayanan bir tekniktir. Bu yontem, hedeflenen
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hiicreye hassas bir sekilde miidahale etmeyi miimkiin kilmaktadir ve bu sayede 6zellikle
biiylik hiicreler lizerinde etkili bir sekilde calisabilmektedir.

Genetik materyali igeren s1vi, mikropipet tarafindan dogrudan ¢ekirdek i¢ine veya
sitoplazmaya aktarilmaktadir. Hiicrenin dogal mekanizmalari, DNA veya RNA'y1
isleyerek istenen genetik degisiklikleri olusturmaktadir. Genetik materyalin hiicreye
kesin bir sekilde tasinmasi ve ¢ok ¢esitli tiirlerde kullanilmasi avantajlarindan biridir. Bu
teknik transgenik organizmalarin olusturulmasinda, hayvan modelleri {izerinde yapilan

calismalarda ve insan gen terapisi aragtirmalarinda da siklikla kullanilmaktadir.

2.2.1.3. Gen Tabancasi (Biyolistik Yontem)

Gen tabancasi, genetik materyalin mikro partikiiller araciligryla hiicrelere
dogrudan aktarilmasini saglayan bir gen aktarim yontemidir. Bu yontemde DNA,
tungsten veya altin gibi kii¢iik metal parcaciklarina baglanmaktadir. Ardindan, yiiksek
basingli bir gaz veya patlayici bir mekanizma kullanilarak bu pargaciklarin hiicrelere
"ateslenmesi" gerekmektedir. Genetik materyalin sitoplazmaya veya ¢ekirdege taginmasi,
parcgaciklarin hiicre zarin1 ge¢mesiyle ger¢eklesmektedir.

Gen tabancasi teknigi, kalin hiicre duvarlarina sahip bitki hiicrelerinde veya gen
aktarimi zor olan diger hiicreler tiplerinde siklikla kullanilmaktadir. Bitki genetigi
arastirmalarinda, genetigi degistirilmis bitkilerin gelistirilmesinde ve bazi1 hayvan
dokularinda gen aktarimi igin tercih edilmektedir. Ancak pahali ekipman gerektirmesi ve

olas1 diigiik aktarim verimliligi gibi sinirlamalar1 da mevcuttur.

2.2.1.4. Ultra Sonikasyon

Dogrudan gen aktarim tekniklerinden biri olan ultra sonikasyon, hiicreleri ytliksek
frekansli ses dalgalarina maruz birakarak gen aktarimini saglamaktadir. Bu yontem, hiicre
zarinda gecici gozenekler acarak genetik materyalin hiicre igine girmesine izin
vermektedir. Bu yaklasim hem hayvan hem de bitki hiicrelerinde uygulanarak genellikle
RNA’nin veya kiigiik DNA molekiillerinin hiicrelere aktarilmasinda kullanilmaktadir.

Ozellikleri arasinda hizli ve basit kullaniminin olmasi dikkat ¢ekicidir. Bununla
birlikte, ses dalgalarmin siddeti dikkatlice ayarlanmalidir. Dikkat edilmedigi durumda

hiicre yapisina veya hiicre zarina kalic1 olarak zarar verebilmektedir. Ultra sonikasyon
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yontemi gen aktarim caligmalar1 disinda hiicre lizatlarinin olusturulmasi gibi diger

molekiiler veya biyoteknolojik uygulamalarda da siklikla kullanilmaktadir.

2.2.2. Dolayh Gen Aktarim Yontemleri

Dolayli gen aktarimi, genetik materyalin hedef hiicreye aktarilmasi i¢in biyolojik
vektorleri kullanmaktadir. Bu yontemler gen aktarimi i¢in genellikle yiiksek etkinlik ve
spesifiklik sunmaktadir. Plazmitler, viriisler ve bakteriler gibi dogal tasiyicilar genetik
materyali hiicreye tagimak i¢in kullanilmaktadir. Bu tasiyicilar ayn1 zamanda genetik
materyali bir hiicreye tasirken istenilen genetik degisiklikleri de gerceklestirmektedir.
Dolayli yontemler daha kontrollii ve daha karmasik basamaklara ihtiya¢ duysa da bitki
biyoteknolojisi, gen terapisi ve birgok genetik miihendisligi uygulamasinda siklikla

kullanilmaktadir.

2.2.2.1. Plazmit Vektorleri ile Aktarim

Gen aktarimi i¢in dolayli bir yontem olan plazmit vektorleri ile gen aktariminda,
genetik materyalin hedef hiicreye tasinmasi i¢in dairesel DNA molekiilleri olan plazmitler
kullanilmaktadir. Plazmitler, bakterilerin dogal formunda bulunan, bunun yaninda
genetik bilgi tasiyan kiiciik ve bagimsiz DNA molekiilleridir. Plazmit gibi vektorler,
genetik miihendisligi kullanilarak istenilen genlerin diizenlenmesi, eklenmesi veya

¢ikarilmasi i¢in kullanilmaktadir.

2.2.2.2.Viriis Vektorleri ile Aktarim

Viriis vektorleri ile gen aktarimi, genetik materyalin hiicrelere aktarilmasi i¢in
viriisleri tastyici olarak kullanmaktadir. Viriislerin genetik materyallerini enfekte ettikleri
hiicrelere direkt olarak aktarabilmeleri sayesinde, genetik miithendisligi kullanilarak hedef
genler istenilen organizmaya aktarilabilmektedir. Gen terapisi ve genetigi degistirilmis
hiicreler olusturmak i¢in bu yontem yaygin olarak kullanilmaktadir. Viriis vektorleri,
hedef hiicrelere 6zgii ozellikleri ve yiiksek aktarim verimliligi ile 6ne ¢ikmaktadir.
Bunlara ek olarak etik ve giivenlik bakimindan dikkatli bir sekilde kullanilmasi da

gerekmektedir.
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2.2.2.3. Konjugasyon

Bu teknikte genler, dogal olarak bir bakteri hiicresinden digerine hiicre-hiicre
temasi yoluyla transfer edilmektedir. Bu asamada donér bakteri, alic1 bakterinin pili ad1
verilen dzel bir yapisi araciligiyla baglanmaktadir (Sekil 2.3.). Bu bag yardimu ile genetik
materyal kolaylikla aktarilabilmektedir. Metot, bakteriler arasinda genetik cesitlilik
olusturmanin yaninda gen aktarimi i¢in de genetik miihendisligi uygulamalarinda

kullanilabilmektedir. Plazmit tabanli gen aktarimi i¢in bu yontem 6zellikle etkilidir.

o

E.coliS17.1ipir R.s idesO.U.
coli Wpir  R.sphaeroidesO.U.001 R.sphaeroides 0.U.001

Sekil 2. 3. E. coli S17-1(Apir) ve C. sphaeroides O.U.001 arasindaki konjugasyon siireci (Virolle vd.,
2020).

2.2.2.4. Transdiiksiyon

Transdiiksiyon yonteminde, genetik materyal bir bakteriden digerine viriisler
aracilifiyla tagimaktadir. Bu islem, bakteriyofaj olarak bilinen viriisler tarafindan
gerceklestirilir. Viriisler, enfekte ettikleri bakterilerden genetik materyali bagka bir
bakteriye aktarmaktadir. Genel ve 6zel olmak tizere iki farkli transdiiksiyon c¢esidi
bulunmaktadir. Ozel transdiiksiyon sadece belirli genleri aktarirken, genel transdiiksiyon
herhangi bir bakteriyel geni tasiyabilmektedir. Genetik miihendisligi ¢alismalarinda gen
tasima aract olarak da kullanilan bu yontem, bakterilerin genetik ¢esitliligini de

artirmaktadir.
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2.2.2.5. Transformasyon

Bu yontemde, hiicreler cevresindeki serbest DNA'y1 biinyelerine alarak gen
aktarimi gergeklestirmektedirler. Genetik materyal, bu asamada hiicre zar1 yoluyla hiicre
igine girerek alic1 hiicrenin genomuna entegre olmaktadir. Bu yoOntem, laboratuvar
ortaminda kimyasal yoOntemler veya elektroporasyon gibi tekniklerle de
gerceklestirilebilir, ancak dogal olarak belirli bakteri tiirleri bu aktarim yontemine
sahiptir. Transformasyon; rekombinant DNA teknolojisi, genetik miihendisligi ve genetik

modifikasyon ¢alismalarinda oldukga fazla kullanilan bir yontemdir.

2.3.Vektorler

Biyoteknoloji ve genetik miihendisliginde, genetik materyali bir hiicreye veya
organizmaya aktarmak i¢in genetik vektorler kullanilir. Genetik materyalin hiicre i¢inde
kalict olarak bulunmasi ve istenilen genin eksprese edilmesi bu araglarla miimkiindiir.
Genetik vektorler, genetik materyalin (6rnegin DNA dizisi veya bir gen) belirli bir
proteinin lretilmesini veya belirli islevleri gergeklestirmesini saglar (Darain vd., 2004).
Bu sebeple vektorler, genetik modifikasyon, protein iiretimi ve gen terapisi gibi farkl
biyolojik siiregleri kontrol etmek i¢in genetik miithendisliginde kritik araglardir (Jaschke
vd., 2011).

Bazi vektorler hedef geni tasirken, bir yandan da bu genlerin eksprese edilmesini
saglar. Ekspresyon vektorleri olarak bilinen bu vektorler, 6zellikle rekombinant protein
iretimi gibi biyoteknolojik uygulamalarda kritik Oneme sahiptir. Hedef genin
transkripsiyonu ve translasyonunu kontrol etmek i¢in ekspresyon vektorleri genellikle bir
secici marker, ribozom baglanma bolgesi (RBS), coklu klonlama bdlgesi (MCS) ve bir
promotdr icermektedir (Sekil 2.4.). Indiiklenebilir promotorlerin  varhigi, gen
ekspresyonunun belirli ¢evresel sinyallerle kontrol edilmesini saglar. Ekspresyon
vektorlerinin gen tasima kapasitelerini diger vektorlerden ayiran temel ozellikleri
nedeniyle genetik miihendisligi caligmalarinda yaygin olarak kullanilirlar.

Hedef geni tasimak ve hiicrede kalabilmek i¢in genetik vektoriin belirli yapisal
ozelliklere sahip olmasi gerekir. Bunlarin en 6nemlilerinden birisi replikasyon orijinidir.
Hiicre i¢inde vektoriin ¢ogaltilmasini saglayan 6zel bir DNA dizisi replikasyon orijini
olarak bilinir. Bu 6zellik, vektor hiicreye girdikten sonra kopyalanarak yeni hiicrelere

aktarilmasini saglar. Bu da hedef genin siirekli olarak replike olmasina olanak verir. Ikinci
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olarak, vektoriin hiicreye basartyla girdigini gostermek i¢in segici belirtegler kullanilir.
Antibiyotik diren¢ genleri cogunlukla bu belirtecleri olusturur. Vektor tasimayan hiicreler
antibiyotige kars1 savunmasiz olurken, vektor tastyan hiicreler direngli davranirlar. Bu
yontem sayesinde arastirmacilar sadece vektor tasiyan hiicreleri secebilir ve analiz

edebilir.

ori affinitytags selection marker
* pMBL (15 — 60 copies) * Peptide tags (poly-Arg-, FLAG-, * Antibiotic resistance (Amp,
* ColE1 (15 — 20 copies) poly-His-, e-Mye-, S- Strep ll-tag) Cm, Tet, Kan, ete.)
* pUC (pMB1 derivative, 500
=700 copies) * Fusion partners (MBP, NusA, Trx, * Plasmid addiction systems

*p15A (10— 12 copies)
*pSCLO1 (<5 copies)

;:F i
promoter I—-codingsequence for terminator

=t tag removal
o tac,ftrr

* T7/T7/ac :-Er:lErDEIInase

* OroPass / rhaPas rambin

’pL,i‘pR * Faclor Xa
“cspA +TEV

GST, ubiquitin, SUMO, Fhg)

Sekil 2. 4. Prokaryotik ekspresyon vektorii bilesenleri (Rosano & Ceccarelli, 2014).

MCS 6zel DNA bolgesi, hedef genin vektore eklenmesini saglar. Onemli bir
bilesen olan bu boélge, cesitli restriksiyon enzimleri i¢in tanima bolgesi igerdiginden
dolay1 arastirmalarda hedef genin vektore kolay bir sekilde eklenmesini saglar (Inui vd.,
2003a). Gen, bu bolgenin esnek yapisi sayesinde dogru pozisyonda ve dogru yonde
yerlestirilir. Buna ek olarak promotor bdlgesi, hedef genin eksprese edilmesini kontrol
eden bir DNA dizisidir ve genetik vektorlerin bir diger 6nemli pargasidir (Shi vd., 2021).
Genetik ifadenin hangi kosullarda ve hangi hiicrede eksprese edilecegi promotorler
tarafindan kontrol edilir. Bu da promotorlerin indiiklenebilir 6zellikleri sayesinde
miimkiin hale gelir.

Genetik vektorler, sahip olduklar1 6zelliklere gore gruplara ayrilmaktadir. Plazmit
vektorler siklikla kullanilan tiirlerden biridir. Plazmit adi verilen kiigiik, dairesel DNA
molekiilleri, bakteriyel hiicrelerde genetik modifikasyon ve protein iiretimi ile ilgili
aragtirmalar i¢in kullanilir (Inui vd., 2003a). Viriis vektorler, memeli hiicreleri gibi daha
karmasik hiicre sistemlerinde gen aktarmak i¢in kullanilan bir diger vektor tiirtidiir.
Kanser arastirmalar1 ve gen terapisi gibi ileri seviyede biyoteknolojik uygulamalarda
siklikla kullanilir. Bakteriyel Yapay Kromozom (BAC) ve Maya Yapay Kromozom
(YAC) gibi yapay kromozom vektorleri, daha biiylik gen dizilerini tagimak i¢in kullanilir.

Daha fazla genetik veri tagima kapasitesine sahip olduklari i¢in bu vektorler genomik
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calismalarda olduk¢a Onemlidir. Genetik vektorler ¢ok ¢esitli arastirma, tip ve
biyoteknoloji alanlarinda kullanilmaktadir (Malhotra, 2009a). Gen ifadesi ve protein
tiretimi gibi alanlarda 6nemli bir arag olarak kullanilan bu vektdrler, genetik materyali
hiicreye tasimak ve eksprese ettirmek i¢in esnek bir yol saglar (Brown, 2016). Hiicre
icindeki proteinlerin nasil ¢alistigini anlamak ve biyoteknolojik iiriinler tiretmek igin bu

yontem oldukca onemlidir.

2.3.1.Plazmit Vektorler

Plazmit vektorler, genetik miihendisliginde klonlama, gen aktarimi ve
rekombinant protein {iretimi gibi islemlerde kullanilan, kendi kendine replike edilebilen
dairesel DNA molekiilleridir. Genetik materyalin aktariminda ve stabilitesinde
sagladiklar1 kolaylik, plazmit vektorlerin genetik miihendisliginde tercih edilmesinin en
onemli nedenlerinden biridir. Bulundurdugu replikasyon orijini sayesinde, vektorlerin
bagimsiz olarak cogalabilmesini saglar ve bu da genetik materyalin kopya sayisini
artirmaktadir. Yiiksek miktarda gen {iriinii elde etmenin gerekli oldugu durumlarda bu
ozellik 6onemli bir avantaj saglamaktadir. Ayn1 zamanda, tasinabilir yapilart ve kiigiik
boyutlar1 sayesinde genetik modifikasyon siirecleri hizlanmaktadir. Bu sayede gen
transferinin daha verimli olmasi saglanmaktadir (Liu vd., 2023).

Plazmit vektorler bulundurduklar1 genetik bilesenler ile genlerin hedef
organizmada etkili bir sekilde eksprese edilmesini saglamaktadir. Genetik materyalin
transkripsiyon ve translasyon asamalarinda kontrol edilebilirligi promotor, ribozom
baglanma bolgesi ve terminator gibi diizenleyici diziler tarafindan artirilmaktadir. Bu
diizenleyici diziler ile gen ekspresyonun optimizasyonu saglanmakta ve istenmeyen gen
iiriinlerinin olugmasi engellenmektedir. Indiiklenebilir promotorler sayesinde cevresel
faktorlere bagli olarak belirli kosullarda genlerin ekspresyonunu miimkiin kilan kontrollii
gen liretimi de gerceklesmektedir.

Konak hiicrelerde segici 6zellik gosterebilmeleri, plazmit vektdrlerin bir diger
onemli 6zelligidir. Antibiyotik direng genleri gibi segici isaret genleri tasiyan bu vektorler
sayesinde, genetik materyalin aktarildigi hiicreler kolayca ayirt edilebilmektedir. Boylece
calismanin dogrulugu yalnizca genetik modifikasyonun basarili oldugu hiicreler segilerek
artirilabilir. Ek olarak, vektorlerde bulunabilen raporlayici genler, gen ekspresyonunun

dogrulanmasini ve rekombinasyon siire¢lerinin basar1 oraninin artmasini saglamaktadir.
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Biyoteknolojide plazmit vektorlerin islevselligi sayesinde gen terapisi, protein
mithendisligi ve tarimsal genetik modifikasyon dahil olmak iizere ¢ok g¢esitli
uygulamalarda kullanimi oldukc¢a yaygindir. Bu vektorlerin sagladigi esneklik ve
verimlilik, rekombinant proteinlerin iiretilmesinden genetik bozukluklarin tedavisine
kadar bircok alanda genetik miihendisliginin gelismesine Onemli Olgiide katkida
bulunmaktadir. Bu nedenle, plazmit vektdrler modern biyoteknolojinin en Onemli

araclarindan biridir.

2.4, Vektor Genetik Elementleri

2.4.1.Promotorler

Promotdr, genetikte genlerin transkripsiyonunu baslatan bir DNA parcasidir.
Promotorler genlerin transkripsiyon baslangic bdlgesine yakin bodlgelerde, DNA'nin
yukarisinda (5' bolgesine dogru) bulunurlar. Gen ile aynt DNA ipligi lizerinde
lokalizedirler. Promotorler genellikle farkli niikleotid boylarina sahiptirler. 100 ila 1000
niikleotid ¢ifti uzunlugunda degisirler (Cadirct, 2021). Uzunluk, transkripsiyonun genine
ve lriiniine, bdlgeye alinan RNA polimeraz tipine veya sinifina ve organizma tiirlerine

biiyiik 6l¢iide baglidir.

Promotorler, RNA polimerazin saglam bir sekilde baglanabilecegi, transkripsiyon
islemi i¢in gerekli olan spesifik DNA pargalarimi igerir ( Yavuz, 2008). Gen ekspresyonu,
promotor baglanmasina baglidir. Bir RNA transkripti, bir proteini (MRNA) kodlayabilir
veya kendi igerisinde tRNA veya rRNA gibi bir isleve sahip olabilir. Promotorler, 6karyot
ve bakterilerde gen ekspresyonunu diizenler. Transkripsiyonun baslayabilmesi i¢in, RNA

polimerazin genin yakininda bulunan bir DNA'ya baglanmasi gerekir (Sekil 2.5.).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Transkripsiyon_(genetik)
https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA

RNA polymerase
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Sekil 2. 5. Promotoriin DNA iizerindeki yerlesimi(Yavuz, 2008).
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Promotorler; transkripsiyon verimliligi iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Giiglii

promotorler, yiiksek oranda transkripsiyon saglayabilen ve translasyon iirlinleri hiicre

tarafindan 6nemli Olclide gerekli olan genleri kontrol edebilen promotorlerdir (Sekil

2.6a). Aksine, nispeten verimsiz olan zayif promotdrler, lriinleri sadece kiigiik

miktarlarda gerekli olan genlerin dogrudan transkripsiyonuna izin verir (Sekil 2.6.). Bir

ekspresyon vektorii, klonlanan genin miimkiin olan en yiiksek oranda replikasyonu igin

giiclii bir promotdre sahip olmalidir (Shi vd., 2021). Bakterilerde kullanilan bazi

promotorler Tablo 2.1.” de verilmistir.

Tablo 2. 1. Arastirmalarda kullanilan yaygin bakteri promotdrleri

Promotor Sekans Tamm Kaynak

ismi

T7 5-TAATACGACTCACTATAGG-3' T7 bakteriyofajindan elde edilen bir (LLC, ty.-
promotdr b)

Sp6 5'- ATTTAGGTGACACTATAG-3' Sp6 bakteriyofajindan elde edilen bir (LLC, ty.-
promotor b)

Lac 5-TAGGCACCCCAGG-3' Lac operonundan elde edilen bir (LLC, ty.-
promotor a)

Tac 5-TTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATG-3'  Trp ve Lac UVS5 promotor birlesimi (LLC, ty.-

0)
Trc 5-TTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATG-  Trp ve Lac UVS5 promotor birlesimi (LLC, ty.-

3

d)
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a) Giiglii promotdr b) Zay1f promotér
Gene | _uene
_ ,_?JIZA\ . . ,_.7(_1;21_.___ _
Transkripsiyon Transkripsiyon

| '

A s
s y

Nispeten az transkript
Sayisiz transkript P P

l Translasyon

£ 7% &
2% % 84 24

Sayisiz protein Diisiik sayida protein

l Translasyon

Sekil 2. 6. Giiglii (a) ve zay1f promotorlerin (b) protein tiretimine etki semasi(Brown, 2016).

2.4.1.1.Promotor elementleri
e (Cekirdek promotor

Transkripsiyonu baslatmak i¢in gerekli olan ve transkripsiyon baslangi¢ bolgesi
(TBB) olarak bilinen promotoriin minimal bolgesidir. Bu promotér yaklasik 34 bp'dir.
RNA polimeraz i¢in tanima ve baglanma bdlgesi saglar. Bu promotore baglanan RNA
polimeraz ii¢ baglik altinda toplanabilir; RNA polimeraz I: rRNA'y1 kodlayan genlerin
ekspresyonunda; RNA polimeraz II: mRNA'y1 ve kiiglik niikleer RNA’y1 kodlayan
genlerin ekspresyonunda; RNA polimeraz III: tRNA ve diger kii¢iik RNA'lar1 kodlayan
genlerin ekspresyonunda yer alirlar. Cekirdek promotor, transkripsiyon faktorlerini

baglayan bir bolge olarak da bilinir.
e Proksimal promotor
Primer diizenleyici elemanlar1 igeren ve yaklasik 250 bp agirliginda olan, genin

proksimal sekans ucudur. Spesifik olarak transkripsiyon faktoriinii baglayan bolge olarak

bilinir.
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e Distal promotor

Proksimal paramotorlara oranla daha zayif etki gdsterir. Diizenleyici elementleri
iceren genin distal sekans bolgesi oldugundan dolay1 daha ¢ok baglanma bolgesi
bulundurmaktadir. Etkisi bagimsiz olan enhancer gibi diger regiilator bolgeleri

kapsamamaktadir. Distal promot6r ayn1 zamanda proksimal promotordiir.

= Okaryotik Promotorler

Okaryotik promotdrler ¢ok gesitlidir ve bu yiizden karakterize edilmesi zordur. Bu
promotdrler, ¢ogunlukla genin 5' ucu boyunca bulunur. Transkripsiyon baslangi¢
bolgesinden uzakta bulunan, farkli kilo bazlarda elementlere sahiptirler. Okaryotlarda
transkripsiyonel kompleks, DNA’nin kendi etrafinda kivrilmasin1 saglar. Bdoylece
transkripsiyon bolgesinden uzakta bulunan diizenleyici sekanslar i¢in de yerlesim bolgesi
saglanir. Okaryotik promotérlerin bircogu, bir TATA kutusu (TATAAA) icerir (Sekil
2.7.). Bu kutu, RNA polimeraz transkripsiyon kompleksini olusturmaya yardimci olan
TATA proteinini baglar. TATA kutusu, transkript baslangic alanina yakin olarak (50 baz
icinde) bulunur. Okaryotik promotdr diizenleyici diziler, genellikle transkripsiyonel
kompleks olusumunda gorev alirlar (Huo, 2011). Ayni zamanda transkripsiyon faktorleri
olarak adlandirilan proteinleri de baglarlar. Bunun bir 6rnegi E-box (CACGTG sekanst)
sekansidir (Akkdse vd., 2009).

Proksimal kontrol

elementleri Core promotér
/\ & Transkripsiyonun baslangici PolyA bolgesi
—
GC box CAAT box TATA box Inr Exon1 Exon 2 Exon 3

DNA sty | pesieiciaNaiadany " pmeimns. it e o— ' (e s
GGGCGG  GCCCAATCT  TATAAA | [ inton T intron T
100 -80 25 +

| S
\ J v

Sekil 2. 7. Okaryotik bir gen yapist (Brown, 2016).
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* Prokaryotik Promotorler

Promotdrlerde, tiirler arasinda korunmus konsensus (korunmali) diziler vardir. Bu
promotor DNA dizileri, enzim i¢in bir baglanma bdlgesi saglar. Bakteriyel promotdrlerde
-10 (TATAAT) ve -35 (TTGACA) olmak iizere iki konsensus dizi bulunmaktadir (Sekil
2.8).

Promotor bdlgeleri

—

DNA i 10 Box 4] Kodlanan bolge
17(+1) bp
TTGACA e [ TATAAT
Konsensus Konsensus

Optimum mesafe

Sekil 2. 8. Prokaryotik promotér bolgeleri (Yavuz, 2008).

-10 pozisyonundaki dizi, Pribnow kutusu veya -10 elementi seklinde adlandirilir.
Bu diziyi, ¢cogunlukla TATAAT’den olusan 6 niikleotit olusturur. Pribnow kutusu,
prokaryotlarda transkripsiyon baslangici i¢in gereklidir. -35 pozisyonundaki diger sekans
da TTGACA’dan olusan alti niikleotitten olusur ve cis-acting elementleri olarak

adlandirilir. -35 ve -10 dizileri arasindaki en uygun aralik 17 bp'dir.

RNA polimeraz

7

Promoter

1

AUGCG A DNl A mRNA

B ik anliclaskail.
AT@GCGACTAGAGE™

Promoter

Sekil 2. 9. RNA polimerazin promotére baglanmasi (Shi vd., 2021).
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Bu pozisyonlarin varlig1 transkripsiyon oraninin daha yiiksek olmasina yardimei
olur. Bu her iki sekans da bir¢ok promotdrde bulunmasina ragmen, her bir sekanstaki 6
bazin sadece 3’1 promotorlerde bulunur (LaFleur vd., 2022). Bu zamana kadarki yapilan
caligmalarda her iki ucta da giiglii sekanslara sahip promotdrler tanimlanmamistir. Bu
durumun, sigma faktoriin c¢esitli baglanmalart meydana getirip, RNA polimerazin
ekspresyonunu baslatmasini engellemesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Bazi
promotorler, yapisal olarak -35 sekansinin u¢ kisminda UP elementi (5'-TGNTATAAT-
3") igerirler (Sekil 2.9.). -35 dizisinde bulunan UP elementi transkripsiyon igin fazla bir
onem arz etmez (Estrem vd., 1999). -10 ve -35 konumlarindaki promotorler, sadece
prokaryotik RNA polimeraz ile etkilesime giren sigma -70 proteininden taninir.

Promotorlerin anlagilmasi ve {lizerinde yapilan g¢alismalarin devam etmesi,
promotor kaynakli sorunlarin anlasilip ¢6ziime kavusturulmasinda fayda saglamaktadir.
Ciinkii promotor mutasyonlar: gen ekspresyonunu onemli bi¢imde azaltir/artirir. Bu
yilizdendir ki promotorlerdeki veya transkripsiyon faktorlerindeki varyasyonlar gesitli
hastaliklara neden olur. Bu gelismis bir alandir ve birgok farkli hastali§i anlamaya
yardimci olur. Bazi insan hastaliklarinda, DNA mutasyonlar1 kodlayict bolgeler yerine
promotor bolgelerde yer almaktadir. Bu tiir bilgilerin edinilmesi, promotor kaynakli

hastaliklarin diizeltilmesine yonelik stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

2.4.2.Transkripsiyon terminator cesitleri

Transkripsiyon sonlandirma, gen ekspresyonunun 6nemli bir diizenleyici adimidir
(Mitra vd., 2011). RNA sonlandirmasinda dnemli bir rol oynayan gen ifadesindeki son
basamagidir. Bu, 6zellikle ‘gen agisindan zengin’ bakteri genomu i¢in 6nemlidir (Anton
vd., 2008). Transkripsiyonun sonlandirilmasi, bakteri genlerinin diizgiin ifadesi ve birgok
durumda bakteriyel gen ifadesinin diizenlenmesi i¢in esastir (Peters vd., 2011a).

Bir DNA sablonunu kopyalayan tiim RNA polimerazlar, belirli bir DNA bdlgesi
veya bolgesinde iiriin RNA’y1 sonlandirmali, pargcalamali ve serbest birakmalidir. Bu
sliregte yer alan RNA yapisi, metin tanimlama sonlandirict olarak adlandirilir (Mitra vd.,
2011). iki tip bakteriyel transkripsiyonel terminatoriin gen ekspresyonunu kontrol ettigi
bilinmektedir (Peters vd., 201l1a). Ayrtili arastirmalarin yapildigi bakterilerde
terminasyon, Rho-bagimli ve Rho-bagimsiz (intrensek) olmak iizere iki mekanizma ile
saglanir (Mitra vd., 2011).
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2.4.2.1.Rho-bagimh sonlandirma

Rho'ya bagli transkripsiyon sonlandirmalari, mRNA-DNA-RNA polimeraz
transkripsiyon kompleksini bozmak i¢in, RNA helikaz aktivitesine sahip, hekzamerik
Rho faktorii olarak bilinen biiyiik bir proteine ihtiya¢ duyar (Frommer vd., 2009). Rho'ya
bagimli sonlandiricilar, Rho adi verilen bir RNA helikazinin aracilik ettigi ayrisma
bolgeleridir ve bu sonlandiricilar bakteri ve fajlarda bulunur (Peters vd., 2011a). Faktore
bagl sonlandirma, Rho ve Nus faktorleri gibi proteinlere dayanir. Rho'ya bagimli
terminasyon, translasyonel durdurma kodonlarinin asagi1 akisinda meydana gelir. Bu tip
sonlandirmada Rho faktorli, RNA iizerindeki belirli bir bolgeye (70-80 bazlik kisim)
sikica baglanir ve riboniikleotit trifosfatlar1 niikleotit difosfatlara hidrolize eder. Rho
ATPaz aktivitesine sahiptir (Sekil 2.10.) ve RNA polimeraza kadar ilerleyerek
DNA/RNA hibridini ayirir (Jaschke vd., 2011).

&
rut :ﬁ' Rho factor

5 6 x 46,000 da.
5 2
3! 5
’& 3 RNA-DNA helikaz aktivitesi
5 ;
0g0®

Transkripsiyonel terminasyon RNAP

Sekil 2. 10. Rho bagimli terminasyon (Omay, 2020).

Burada iiretilen enerji, Rho faktoriini mRNA {izerindeki DNA acikligina
yonlendirir ve orada durur. Aciklik, RNA-polimerazin daha da ilerlemesini engeller ve
RNA'nin salinmasina yardimci olur. Bundan sonra RNA polimeraz, mRNA ve Rho
faktorli birlikte serbest kalirlar. Diger bir sonlandirma faktorii olan Nus A gen {iriinii
proteini de zincirin serbest kalmasina yardimci olur. Bazi meydana gelen olaylarda sentez
terminasyonun bdlgesini de gecebilir. Bununla birlikte ileriye hareket edebilir ve

ekspresyon biraz daha devam edebilir. Bir bagka sonlandirma dizisine ulaginca sentez


https://en.wikipedia.org/wiki/Stop_codon
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duragan hale gelir. Ikinci sonlandirma dizisine ulasildiginda sentez durur (Peters vd.,
2011Db).

2.4.2.2.Rho bagimsiz sonlandirma

Bu tiir bir terminasyonda, RNA polimeraz enzimi (merkezi enzim) sonlandirici
alan ile karsilasinca sentez duragan hale gelir. Terminator bolgesinde iki yapisal belirteg
vardir. Bunlardan biri G-C bazlarindan oldukg¢a bol olan, karsilikli olarak birlesmis bir
sap ile bunun ucunda tek iplik¢ik ilmek ve bu sapin altinda 6 urudin bazindan meydana
gelen terminatdr dizi bolgesidir. Palindromik bolgenin okunmasi sonucunda olusan RNA
tekrar dizilerinin kendileri ile baz eslesmesi yapmalari ile olusan stem-loop, GC baz

icerigince zengin dizilerde meydana gelir (Sekil 2.11.).

—
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I |.-"— Polimeraz inaktivasyonu

Sekil 2. 11. Rho bagimsiz terminasyon- GC baz igerigi (Omay, 2020).

Stem-loop RNA polimerazin durmasina neden olur (Jun vd., 2013). G-C agisindan
zengin bolgeye ulastiginda yavaslar ve duragan hale gelir. Ciinkii bazlar arasindaki baglar
fazla giiglii ve kararlidir ve agilmasi zordur (Mitra vd., 2011). Digeri ise 6 adet A bazindan
(poli A) olusmaktadir. A ile U dizileri arasindaki bag kararsiz olup RNA zincirinin

birakilmasini saglarlar (Sekil 2.12.).
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DNA
~

Self komplemantasyon £

RNA polimeraz

Sekil 2. 12. Rho bagimsiz terminasyon- poliA kuyrugu (Omay, 2020).

2.4.3.Etiket peptit ve proteinler

Rekombinant protein iiretiminde ¢ok ¢esitli protein etiketi kullanilmaktadir.
Protein etiketleri, rekombinant proteinlerin ¢oziiniirliigiinii iyilestirmede, protein
saflastirmasin1  kolaylastirmada ve protein ekspresyonu ve saflastirmasi sirasinda
proteinleri izlemede, oldukga kullanigh ve faydal ve bir aragtir (Kimple vd., 2013). Bir
protein etiketi, ilgilenilen proteinle iliskili bir flizyon proteininin bir alt alanina veya
peptit dizisine karsilik gelir. Protein regiilasyonu, yapisi ve fonksiyonu ile ilgili caligmalar
biiyiik dl¢lide rekombinant proteinlerin ekspresyonu ve saflagtirilmasina dayanmaktadir.
Birgok rekombinant protein, flizyon proteinleri seklinde eksprese edilip bir afinite/epitop
etiketi (His, GST vb.) igerirler (Darain vd., 2004). Etiket, genellikle ekspresyon i¢in
gerekli proteinin N veya C ucunu kodlayan bir hedef gene bagli spesifik bir amino asidi
kodlayan kisa bir DNA dizisidir.

Afinite etiketleri, konakg1 hiicrelerin toplam proteininden, elde edilmek istenen
rekombinant proteinin tek asamada saflastirilabilmesi i¢in kullanilir (Uchinomiya vd.,
2013). Afinite etiketleri, rekombinant proteinlerin N veya C terminaliyle baglanti kuran
peptitler/proteinlerdir. Bu etiketler proteinin saflastirilmasinda gorev yaparlar. Bazi
afinite etiketleri zorlu protein hedeflerinde ¢oziintirliik arttiricilar olarak da islev gortirler.
Afinite etiketleri protein/etki alanmi etiketleri ve epitop etiketleri olmak tizere iki ana
kategoriye ayrilirlar. Protein etiketleri hem c¢ozlinirlik arttiricilar hem de afinite
saflagtiricisi olarak gorev yaparlar (Erard vd., 2013). Epitop etiketleri ise bir kromatografi

recinesine karsi, yiiksek afiniteye sahip kiiciik peptitlerdir.
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Protein etiketleri, bir rekombinant proteine genetik olarak aktarilan peptit
dizileridir. Etiketler, cesitli amaclar i¢in proteinlere eklenirler. Hedef proteinin her iki
ucuna da eklenebilirler. Bu nedenle ya C- ya da N-ucuna 6zel olabilirken hem C- hem de
N- ucuna da 6zgii olabilirler. Bazi etiketler ayrica ilgilenilen proteinin i¢indeki sitelere de
eklenir ve bunlara “dahili etiketler” de denir. Afinite etiketleri, afinite teknolojisi
kullanilarak biyolojik ham kaynaklarindan saflastirilabilmeleri igin proteinlere eklenir.
Coziiniir proteinin saflagtirilmasi ve ekspresyonu i¢in kullanilan bazi fiizyon etiketler

asagidaki gibidir (Costa vd., 2014).

e Poly His etiketi

e Maltoz baglama proteini (MBP)

e Glutatiyon S transferaz proteini (GSP)

e Kalmodulin Baglayici Protein (CBP)

e Streptavidin / Biyotin Bazli Etiket

e Tioredoksin A (TrxA)

e Kiiglik ubikutin benzeri degistirici [ Small ubiquitin-like modifier (SUMO)]

2.4.3.1.Poli-His Etiketi

Rekombinant proteinlerin saflagtirllmasinda en yaygin kullanilan etiketler,
karboksil (C) veya amino (N) uglarina dahil edilen histidin etiketleridir. Bir polihistidin
etiketinde histidin rezidiilerinin sayist 3 ile 10 arasinda degiskenlik gosterir (Pina vd.,
2014). Cogunlukla 6 defa pes pese tekrar eden histidin amino asitlerinden meydana gelen
6 histidin etiketi kullanilir.

Poli histidin etiketi, metal matrislere baglanan ve olduk¢a ¢ok kullanilan bir
protein etiketidir. Ilgili proteini kodlayan genin N-terminalinde metiyoninden sonra
eklenir ve durdurma kodonundan hemen 6nce biter. His etiketinin hangi uca eklendigi,
biiyiik 6l¢iide proteinin 6zelliklerine ve etiket ¢ikarma yontemine baghdir (Malhotra,
2009Db). Bir proteine 6x his (hekzahistidin) gibi bir etiket ekleyerek, protein normalde var
olmayan bir baglanma afinitesine sahip olabilir. Genel olarak, etiketin varligi,
karisimdaki proteinler arasinda bu tiir afinite 6zelligine sahip olan tek rekombinant
oldugundan dolay1, saflastirmay1 biiyiik 6l¢iide kolaylastirir.

Kiigiik boyutundan dolay1 toksik degildir ve proteinin immiinojenikligini veya

fizikokimyasal 6zelliklerini etkilemez. Bu "isaretleme" islemi ile histidin etiketli protein,
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matris ile daha giiclii bir baglant1 saglar (6rnegin bakteri ekstraktindaki diger molekiillere
kiyasla) ve tek bir saflagtirmada nispeten saf bir protein elde edilmesine izin verir. Nikel
ve diger metal iyonlari i¢in yiiksek afiniteye ve segicilige sahip bir amino asit olan (en
azindan) 6-histidin rezidiilerinden olusan bir motiften olusurlar (Malhotra, 2009b). Bu
iyonlar, kompleks olusturduklar selatlayict ajanlar araciligiyla matrise baglanabilir.

Bu aktiviteye kiigiik bir belirte¢ oldugu (ve bu nedenle ¢ok yikict olmadigi) ve
yalnizca proteinin birincil yapisina bagl oldugu gercegi eklenirse neden tercih edilen
secim oldugunu gérmek kolaydir. Polihistidin sistemi; bakteri, maya, bitki hiicresi ve
memeli hiicre sistemleri dahil olmak tizere ¢esitli ekspresyon sistemlerinde rekombinant
proteinleri saflagtirmak i¢in basariyla kullanilmaktadir. Histidin etiketi en yaygin ve en
basit kullanilan saflastirma etiketlerinden biridir. Bu etiket ¢ogu durumda protein
fonksiyonunu bozmaz ve ikinci bir saflagtirma gerekli degildir. Polihistidinleri eklemede
kullanilan iki yontem vardir. En basit yol, proteini kodlayan DNA fragmanimi His-
etiketini kodlayan vektore entegre etmektir (Sekil 2.13A.) Baska bir segenek, start veya
stop kodonunun yaninda tekrarlanan histidin kodonlar1 (CAT veya CAC) igeren
primerlerle (Sekil 2.14.) polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulamaktir (Sekil 2.13.).

A)DNA kodlayan protein B)DNA kodlayan protein
HIS 74 HISTAG
Forward Pr;;r Rev-r‘ege Primer
Vektor
PCR
I Ligasyon
DNA kodlayan protein
HfS.:qG
HIS-TAG
.
Vektor DNA kodlayan protein

Sekil 2. 13. Polihistidin etiketlerinin eklenmesi (Malhotra, 2009b).
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Spesifik protein sekansi

5 ATG cat cat cac cat cac cac NNN NNN NN... 3

T HIS tag

Baslangi¢ kodonu

Spesifik protein sekanst

5 .. N NNN NNN cat cat cac cat cac cac TAG 3

HIS tag T

Stop kodonu

Sekil 2. 14. 6xHis etiketi eklemek i¢in PCR kullanarak hazirlanmis primer 6rnegi (Malhotra, 2009b).

2.4.3.2.His etiketli proteinin saflagtirilmasi

Protein saflastirmasi, Olcekten bagimsiz olarak oldukca spesifik ve saglam
yontemler gerektirir. Arastirmacilarin, etiketleri bir hiicrede veya hiicre lizatinda bulunan
binlerce baska proteinden ilgilendikleri bir proteini se¢ici olarak ¢ikarmasina olanak tanir
(Pinavd., 2014). Poli His etiketli proteinleri saflagtirabilmek i¢in, hareketsiz metal afinite
kromatografisi (IMAC) yontemi siklikla tercih edilir. Bu yontem; negatif yiiklii His
etiketi ve matriks iizerinde immobilize gecis metal iyonlari (Ni*?, Co*?, Cu*?, Zn*?)
arasindaki interaksiyona bagl olarak metal baglama peptitlerini elde etmek i¢in kullanilir
(Siemann vd., 2002). Ornegin; bir kromatografi kolonuna Ni*? iyonlar1 Ni-NTA (nikel
nitrilotriasetikasit) rezin seklinde sabitlenirse kolon iginden gegen 6xHis etiketi tagiyan
proteinler rezine bagl kalir ve digerleri kolondan ¢ikar (Sekil 2.15.).

Histidin etiketinin (His-tag), nikel ve kobalt iyonlarina afinitesi bulunmaktadir.
Dolayisiyla, nikel veya kobalt iyonlar1 regineye baglanarak histidin etiketli proteinleri
baglayan bir afinite alani olusturur. Saflagtirilan protein tek histidin etiketli protein
oldugundan, karigimdaki diger tiim proteinler kolondan baglanmadan gecer ve geriye
yalnizca regineye bagli histidin etiketli protein kalir (Sekil 2.16.). Bu protein daha sonra
yikama (eliisyon) adi verilen bir islemle kolondan uzaklastirilir. Bir histidin etiketi
kullanilirsa, eliisyon igin imidazol kullanilir (Booth vd., 2018). Ciinkii bu bilesigin halka
yapist histidinin halka yapisina benzerdir ve nikel iyonlarina baglanabilmek i¢in histidin

etiketleri ile rekabet eder. Eluatin ana bileseni olan arzu edilen protein, ikinci bir
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saflagtirma asamasi kullanilarak (boyut diglama kromatografisi veya yiiksek performanslt
stvi kromatografisi gibi) diger istenmeyen ikincil safsizliklardan kolaylikla ayrilabilir.

Hedef protein, imidazol rekabeti veya diistik pH ile 1liml1 kosullar altinda eliie edilebilir.

Bead

Ligand

6 x Histidine

Sekil 2. 15. Bir Ni-NTA regine kolonu kullanilarak 6xHis etiketli fiizyon proteinlerinin saflastirilmasi
(Booth vd., 2018).

Sekil 2. 16. Nikel (Ni*?) selatli reginenin his etiketli rekombinant proteine secici baglanmasi1 (Malhotra,
2009a).

Bu etiketleme yoOntemi, rekombinant proteinin kolayca saflastirilmasimna ve
tanimlanmasina izin verdigi i¢in oldukc¢a yararlidir. Histidin etiketinin proteine 6zgii bir
antikor veya prob kullanmadan rekombinant proteinleri saptama ve saflastirma yetenegi,
bu yontemi rekombinant DNA teknolojisinde daha popiiler hale getirir (Booth vd., 2018).
Bu etiketleme yontemi, rekombinant proteinin kolay saflastirilmasina ve saptanmasina

izin verdigi i¢in 6zellikle yararlidir. Ek olarak, rekombinant proteinleri proteine 6zgii bir
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antikor veya prob kullanmadan tespit etme ve saflagtirma yetenegi ve His etiketli
proteinleri igeren analizlerde kullanilmak tizere His etiketli antikorlarin mevcudiyeti,

6xHis etiketlerini daha da popiiler hale getirir (Booth vd., 2018).

2.4.3.3.Maltoz baglama proteini (MBP)

Maltoz baglama proteini, E. coli K12 malE geni tarafindan kodlanan 42 kDa'lik
bir proteindir. MBP filizyon proteinleri, afinite capraz bagli amilozun tek adimh
saflagtirilmasi i¢in kullanilir. Bakterilerde asir1 eksprese edilen fiizyon proteinlerinin
(6zellikle oOkaryotik proteinlerin) ¢oziiniirliigiinii i¢sel saperon aktivitesi gostererek
artirabilir (Zhao vd., 2013). Bu afinite etiketi, protein ekspresyon problemini ¢6zmek igin
kullanilir, ¢linkii MBP ile etiketli proteinler toksisiteyi azaltabilir, ekspresyon seviyesini

ve protein ¢oziiniirligiini artirabilir (Sekil 2.17.).

Sekil 2. 17. Maltoz baglama proteini (Duan vd., 2001).

Bu etiketin ana amac flizyon proteininin ¢oziiniirliigiinii arttirmaktir. Bu 6zelligi
sebebiyle membran veya lipofilik proteinlerin saflastiriimasi i¢in kullanilabilecek bir
etikettir (Kimple vd., 2013). MBP tabanli saflastirma, 6X-His etiketi ile elde edilmesi zor
olan zar proteininin dogru ekspresyonunu saglayabilir. New England Biolabs'tan pMAL
serisi, Amerika Birlesik Devletleri'nden pMAL serisi ve Roche, Isvigre'den pIVEX serisi
dahil olmak tizere, MBP flizyon proteinlerinin iiretimi i¢in ¢esitli vektdrler ticari olarak

temin edilebilir. Bu etiket de protein saflagtirmasi i¢in iyi bir verim sunmaktadir.



48

2.4.3.4. Glutatyon S-transferaz proteini (GSP)

Schistosoma japonicum' dan elde edilen 26 kDa'lik bir protein olan GSP, fiizyon
proteinlerinin tek asamal1 olarak saflastirilmasinda etiket olarak kullanilir. Prokaryotik
ifadelerde kullanim i¢in en uygundur ¢linkii GSP' ler, 6karyotik organizmalarda bulunan
fakat bakterilerde ¢ok da yaygin olarak bulunmayan ¢ok islevli bir sitozolik protein
ailesidir.

Fiizyon proteinleri, immobilize glutatyonun iizerinde afinite kromatografisi
kullanilarak lizattan saflastirilabilir. Bagli protein, ndtr pH'ta serbest indirgenmis
glutatyon (10-40 mM) kullanilarak ayristirilabilir (Sekil 2.18.). Bazi proteinler i¢in GSP,
¢Oziiniirliik etiketi gorevi de gorebilir. GSP etiketi, rekombinant proteini hiicre i¢i proteaz

aktivitesinden koruyarak stabilize eder.

Glutatyon-S-transferaz
flizyon proteini ekleme

Glutatyon
ile
eliisyon

Tampon
Glutatyon agaroz ile
yikama

boncuklari

Glutatyon-S-transferaz
bileseni araciligryla
glutatyona baglanan
flizyon proteini

i

g

A
Saf

?; G

Glutatyon-S-transferaz G/"% fiizyon
bileseni araciligryla — -G proteini
glutatyona baglanan *je Qifm\@ oy >

fiizyon proteini

Agaroz boncuk

Sekil 2. 18. Bir glutatyon-S-transferaz fiizyon proteinini saflagtirmak i¢in afinite kromatografisinin
kullanilmas1 (Brown, 2016).

Bununla birlikte, bazi GSP flizyon proteinlerinin ¢dziinmez oldugu durumlarda,
GSP’ nin zayif bir ¢ozliniirliik artirict oldugu kabul edilir. GSP etiketi, enzim testi veya
immunoassay ile kolayca saptanabilir (Zhao vd., 2013). Fiizyon proteinlerinin GSP
etiketinin trombin veya faktor Xa gibi bdlgeye 0zgli bir proteaz ile ayrilmasi
onerilmektedir. GE Healthcare, Birlesik Krallik’tan pGEX serisi gibi GSP ekspresyon
vektorleri, ¢ogunlukla etiket ile protein arasinda spesifik proteaz saflagtirma bolgeleri

bulundurur. GSP etiketli proteinlerin, as1 arastirmalarinda protein-DNA etkilesimleri,
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protein-protein etkilesimleri ve antijenler ¢alismalarinda da yararli oldugu kanitlanmistir.
Bu avantajlarinin yaninda, GSP etiketinin histidinden daha biiylik bir boyutu olmasi

nedeniyle ¢calismas1 zor bir belirtectir.
2.4.3.5.Kalmodulin Baglayici Protein (CBP)

Kalmodulin, neredeyse tiim okaryotik hiicrelerde var olan EF-el yapisina sahip 17
kDa’ luk bir proteindir. Bu etiket, bir saflagtirma markdrii olarak miyosin hafif zincir
kinazin (MLCK) C-terminal alanini kullanir. Diisiik kalsiyumda, CBP, recineye bagl
kalmodulin i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir. Daha kiigiik boyut (4 kDa) ve hafif eliisyon
kosullart ile iyi bir afinite, hassas veya secici bir proteinle ¢alisirken CBP etiketlerini

kullanilabilir bir segenege doniistiiriir (Zhao vd., 2013).
2.4.3.6.Streptavidin / Biyotin Bazh Etiket

Streptavidin, Streptomyces avidinii bakterisinden elde edilen tetramerik (dort alt
birim) proteindir. Biotin-strepavidin birlesiminin ayrisma katsayis1 (Kd) 10—14 mol/L
‘diir. Streptavidin, molekiiler biyolojide yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.19.).
Ciinkii biotine olan olaganiistii afinitesine ek olarak biyotin baglanmasi asir1 pH, sicaklik,
organik coziiciiler, denatilire edici maddeler (guanidin kloriir gibi), deterjanlar (SDS,

Triton gibi) ve proteolizden etkilenmez (Zhao vd., 2013).

Boncuk

S

Streptavidin-biyotin baglanmasi

Sekil 2. 19. Streptavidin-biyotin baglantilari ile boncuklara baglanma (Brown, 2016).

Streptavidin, ¢esitli biyomolekiillerin saflastirilmasi ve saptanmasinda oldukga
cok kullanilir. Giiglii streptavidin-biotin bagi, farkli biyomolekiilleri birbirine veya kati
bir ylizeye baglayabilir. Hedef protein, streptavidine baglanan Strep etiketi olarak bilinen
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kisa bir peptite (9 amino asit) kaynastirilir. Protein, eliisyon tamponunda biotin
kullanilarak ayristirilir (Zhao vd., 2013). Bu sistem, diisiik ekspresyonlu proteinler igin

bile yiiksek saflagtirma verimliligi saglar.

2.4.3.7.Tioredoksin A (TrxA)

Tioredoksinler, tiyodisiilfit degisimi ile disiilfiir baglarini1 indirgeyen evrensel
oksidorediiktazlardir. E. coli tioredoksinlerinden biri olan TrxA, 11.6 kDa'likk bir
proteindir. Kolayca asir1 eksprese edilebilmektedir. Toplam hiicresel proteinin %40' ina
kadar asir1 eksprese edildiginde bile ¢oziinlir formda kalir. Bu sebeple rekombinant
proteinde inkliizyon cisimciklerinin olusumunu 6nlemek i¢in bir belirte¢ olarak ¢ok
faydalidir (Zhao vd., 2013). TrxA, kendine 6zgii afinite 6zelliklerinden yoksundur, bu

nedenle proteini saflastirmak icin His6 etiketi gibi ek bir flizyon etiketi gerektirir.

2.4.3.8.Kiiciik ubikutin benzeri degistirici (SUMO)

SUMO proteini, maya (Smt3'i kodlayan bir gen) ve omurgalilarda (SUMO-1,
SUMO-2 ve SUMO-3'"i kodlayan {i¢ gen) bulunur. SUMO proteinleri kiigiiktiirler ve
¢ogu yaklasik 100 amino asit uzunlugunda ve 12 kDa agirligindadir (Hay, 2005). SUMO,
protein tasiniminin diizenlenmesi i¢in gerekli olan ve Okaryotik hiicreler igin
transkripsiyonu kontrol etmede gorevli olan 100 amino asit dizisinden olusan “Kiiciik
Ubikuitin Benzeri Degistiricinin” kisaltmasidir. Bir N-terminal flizyonu olarak protein

stabilitesini ve ¢Oziiniirliigiini iyilestirdigi bilinmektedir (Pina vd., 2014).


https://en.wikipedia.org/wiki/Amino_acids
https://en.wikipedia.org/wiki/Mass
https://en.wikipedia.org/wiki/KDa

o1

His-SUMO- Protein

l+Ulp1-His

His-SUMO + ' Protein
His-tag
purification

Protein

Sekil 2. 20. SUMO etiketli protein saflastirilmasi (Amer vd., 2016).

SUMO proteinleri, katlanmis yapida ubikuitine benzer, ancak ubikuitinin amino
asit dizisine sadece yaklasik %20 homolojiye sahiptir. SUMO genlerinin say1s1 dkaryotlar
arasinda degisiklik gosterir. SUMO proteinleri, ubikuitin ile ayni sekilde substrat
proteinlerine konjuge edilir. GSP ve MBP' den farkli olarak SUMO, fiizyon proteinlerinin
saflastirilmasinda rol oynamaz. Bu amagcla, fiizyon proteinlerinin saflastirilmasini
kolaylagtirmak i¢in SUMO etiketine eklenen bir His6 dizisi kullanilir (Zhao vd., 2013).
Etiket daha sonra, Ozellikle SUMO yapisint taniyan SUMO proteaz kullanilarak
saflagtirmadan sonra ¢ikarilabilir (Sekil 2.20.).

2.5. Floresan Proteinler

Floresan proteinler, belirli dalga boylarindaki 15181 emebilen ve daha uzun dalga
boylarinda da 151k yayan biyolojik makromolekiillerdir. Bu 6zelliklerinden dolay1 dogal
ve genetigi degistirilmis floresan proteinler biyolojik arastirmalarda ve biyoteknolojik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kesfedilen ilk ekspresyon proteini ve
floresan proteinler arasinda en yaygin olarak kullanilani, 1962 yilinda A. victoria adli
denizanasinda izole edilen yesil floresan proteindir (GFP) (Sekil 2.21.) (Nienhaus, 2008).
GFP, genetik etiketleme ve hiicre i¢i siireglerin gorsel olarak izlenmesi igin biyolojide en

onemli araglar arasinda yer alir.
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Sekil 2. 21. Aequorea Victoria (Tsien, 1998).

Floresan proteinler, 238-239 amino asit uzunlugundaki polipeptit zincirlerinden
olusur ve ii¢ boyutlu bir yapiya sahiptir. Protein yapisi, genellikle beta yapraklardan
meydana gelen silindirik bir yap1 olan beta barrel olarak bilinir (Shaner vd., 2005). Bu
silindirin i¢ kisminda protein katlanmasi nedeniyle sikica kapanan bir bolge vardir. Bu
bolge, floresan etkisinin kaynagi olan kromofor molekiiliiniin bulundugu yerdir
(Nienhaus, 2008). Ug ana amino asidin (serin, tirozin ve glisin) post-translasyonel bir
modifikasyonu kromoforu olusturur. Bu degisiklik, belirli amino asitler zincir i¢inde
birbirleriyle reaksiyona girerek bir halkali yap1 olusturur ve bu da 151k emici bir bilesen
meydana getirir. Kromofor olusumu, bir enzim gerektirmeden proteinin kendi kendine
olusmasini igerir. Protein katlandiktan sonra kromofor beta barrel'in merkezinde stabilize
olur ve ¢evresel faktorlerden korunur (Chudakov vd., 2010). Bu, kromoforun diizenli ve
sirekli floresans yayabilmesine olanak tanir.

Floresan proteinlerin 15181 iki ana adim araciligiyla yayilir (Greb & DeRose, 2023).

e Eksitasyon-Uyarim: Protein, belirli dalga boyunda bulunan yiiksek enerjili bir
fotonu emer. Fotoda olusan enerji sayesinde, protein kromoforu uyarir.

e Emisyon-Isik yayimi: Uyarilmis durumda bulunan kromofor, fazla enerjiyi
yayarak tekrar diislik enerji seviyesine geri doner. Protein, bu degisikligi farkli bir

dalga boyunda 151k olarak yansitir (Sekil 2.22.).
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Sekil 2. 22. Yaygin olarak kullanilan birkag floresan proteinin, gortiniir bolgedeki uyarma ve emisyon
spektrumlari (Cranfill vd., 2016).

Floresan proteinler, bu dzellikleri sayesinde canli hiicrelerde hiicresel yapilarin
veya belirli proteinlerin izlenmesine yardimci olurlar. Bu proteinlerin, biyolojik siirecler
sirasinda floresansin gézlenmesi yoluyla in vivo kosullarda hiicresel aktiviteleri

isaretlemek i¢in kullanilmasi miimkiindiir.

2.5.1. Yesil Floresan Protein (GFP)

GFP, yaklasik 509 nm dalga boyunda mavi veya morotesi 15181 absorbe ederek
yesil 151k yayar. Emilen ve yayilan 15181n dalga boyu, kromoforun ¢evresindeki amino
asitlerin diziliminden ve oOzelliklerinden etkilenir. Protein miihendisligi, bu yapiy1
degistirerek floresan proteinlerin ¢esitli renklerde (mavi, kirmizi, sar1 vb.) iiretilmesini
saglamistir.

Floresan proteinler ilk kez denizanas1 Aequorea victoria'da kesfedilip izole edilen
Yesil Floresan Protein (GFP) ile taninmistir (Sekil 2.23.). Floresan proteinler dogada
genellikle deniz canlilarinda, 6zellikle de mercan ve denizanalarinda bulunmaktadir. A.
victoria, biyoliiminesans organlarinda dogal olarak GFP bulundurur. Kalsiyum varliginda
aequorin ad1 verilen baska bir protein bu organlar1 aktive eder. GFP, aequorin tarafindan

yayilan mavi 15181 emer ve ardindan yesil 151k olarak yeniden yayilir.
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Sekil 2. 23. GFP yapisi -Created in BioRender

Bu biyoliiminesans siireci, denizanalariin ¢evreden gelen belirli sinyallere tepki
vermesine yardimei olur. Buna ek olarak bazi mercan tiirleri farkli renklerde floresan
proteinler iiretir. 2008 y1linda GFP'nin kesfi ve biyoteknolojideki kullanimi1 Nobel Kimya
Odiilii'ne layik goriilmiistiir (Chalfie vd., 1994). Bu bulusun ardindan, cesitli renklerde
izole edilen floresan proteinlerin genetik miihendislik yoluyla degistirilmesi sonucunda
genis bir renk yelpazesine sahip floresan proteinler iiretilmistir. Bu yeni floresan
proteinler, farkli dalga boylarinda 151k yayarak birkag biyolojik siireci veya molekiilii ayn1

anda gozlemleme kolaylig1 saglamaktadir (Tablo 2.2.).



Tablo 2. 2. GFP gesitleri (Piston D., 2023)
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Protein Uyarma Emisyon Molar Yok Kuantum In vivo Bagil
(Kisaltma) Maksimum  Maksimum Olma Verimi yapi parlaklik
(nm) (nm) Katsayis1 (EGFP 'nin%
'si)
EGFP 484 507 56,000 0.60 Monomer* 100
Emerald 487 509 57,500 0.68 Monomer* 116
Superfolder 485 510 83,300 0.65 Monomer* 160
GFP
Azami 492 505 55,000 0.74 Monomer 121
Green
mWasabi 493 509 70,000 0.80 Monomer 167
TagGFP 482 505 58,200 0.59 Monomer* 110
TurboGFP 482 502 70,000 0.53 Dimer 102
AcGFP 480 505 50,000 0.55 Monomer* 82
ZsGreen 493 505 43,000 0.91 Tetramer 117
T-Sapphire 399 511 44,000 0.60 Monomer* 79

GFP’ nin {izerinde uygulanan mutasyon teknikleri ile c¢esitli renklerde 1s1k

yayabilen floresan protein varyantlari olusturulmustur. Olusan proteinler arasinda,

Camgdbegi Floresan Protein (CFP), Sar1 Floresan Protein (YFP), Evoglow Floresan

Protein ve Kirmiz1 Floresan Protein (RFP) gibi floresans proteinler bulunmaktadir.

2.5.2. Camgobegi Floresan Protein (CFP)

Camgobegi floresan proteini (CFP), A. victoria'nin GFP yapisindaki c¢esitli

mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan bir floresan protein grubudur. CFP tiirevlerindeki

onemli bir mutasyon, kromoforun bir fenol bileseni yerine bir indol bileseni ile

olusmasina neden olan Y66W mutasyonudur (Ceylan vd., 2020). Bu mutasyon,

kromoforun merkezinde var olan tirozinin triptofana doniisiimii sonucu olusturulmustur.
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CFP tiirleri, floresans rezonans enerji transferine dayali lokalizasyon ve etkilesim
calismalarinda kullanilmaktadir. Forster rezonans enerji aktarimi (FRET) ve floresan
proteinlere bagli biyokimyasal goriintiileme teknikleri; canli hiicrelerde spesifik
molekiiler ve kimyasal etkilesimleri takip etmek i¢in farmakolojik, biyolojik ve Kklinik
caligmalarda yer alir. CFP'ler, canli hiicre goriintiileme i¢in FRET dondrleri olarak biiyiik
olgiide kullanilmaktadir. Akuamarin proteini, A. victoria GFP'den (avGFP) tiiretilen ve
mutant ECFP T65S ve H148G'den elde edilen CFP ailesinin bir iiyesi olan 27 kDa'lik bir
floresan proteindir (Sekil 2.24.). Akuamarin 430 nm'lik bir uyarima ve 474 nm'lik bir
emisyona sahiptir (Ceylan vd., 2020).

N146/M153T/  M1_S2insV/F64L/

Y66W V163A/N212K S65T/K212N/H231L T655/H148G
0@ @ @ @i
avGFP CFP w7 ECFP

Sekil 2. 24. A. victoria GFP’nin Aquamarine floresan proteinine mutasyonu (Erard vd., 2013).

Bu mutasyonlar, kromofor boslugunun sertligini geri kazanmaya ve ana zincir
yapisini saglam tutmaya yardimci olur. Akuamarin ayrica olaganiistii pH kararliligina,
pH 4 ila 10 arasinda degismeyen fliioresan 6zelliklere ve cevresel etkilere karsi diistik
duyarliliga sahiptir. Cesitli memeli hiicre sistemlerinde parlak ve verimli ekspresyon
saglamanin yani sira, uzun floresan Omiirleri ile hiicre i¢i lokalizasyon ve fiizyon
caligmalart i¢in uygun Ozelliklere sahiptir (Tablo 2.3.). Lakin bu proteinler, GFP'de
bulunan floresansin yalnizca %25-40'mma sahip olduklar1 icin yaygin bir sekilde

kullanilmazlar.
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Tablo 2. 3. CFP gesitleri (Piston., 2023).

Protein Uyarma Emisyon Molar Yok Kuantum  Invivo Bagil
(Kisaltma) Maksimum Maksimum  Olma Verimi yap1 parlaklik
(nm) (nm) Katsayist (EGFP 'nin%
'si)
ECFP 439 476 32,500 0.40 Monomer* 39
mECFP 433 475 32,500 0.40 Monomer 39
Cerulean 433 475 43,000 0.62 Monomer* 79
mTurquoise 434 474 30,000 0.84 Monomer* 75
CyPet 435 477 35,000 0.51 Monomer* 53
AmCyanl 458 489 44,000 0.24 Tetramer 31
Midori-Ishi 472 495 27,300 0.90 Dimer 73
Cyan
TagCFP 458 480 37,000 0.57 Monomer 63
mTFP1 462 492 64,000 0.85 Monomer 162
(Teal)

2.5.3. Sar1 Floresan Protein (YFP)

Sar1 floresan proteini (YFP), GFP’nin bir baska mutant bir varyantidir. Sari
floresan protein ailesi, yesil floresan proteinin kristal yapisinin treonin rezidiisii 203'tiin
(Thr203) kromofora yakin oldugu goriildiikten sonra ortaya ¢ikarilmigtir (Chudakov vd.,
2010).

Bu treonin tortusu, kromoforun uyarilmis dipol momentine stabilite katmak icin
mutasyona ugratilmistir. Bu, floresan proteinin uyarma ve emisyon dalga boylarinda 20
nm'lik bir degisiklikle sonuclanarak daha uzun dalga boylarina sebep olmustur. YFP
tizerinde ¢alismalar yapilarak, gelistirilmis sar1 floresan protein (EYFP) elde edilmistir
(Chudakov vd., 2010). GFP ve YFP bir¢ok durumda, iki molekiiliin iki farkli floresan
proteini ile etiketlendigi ¢ift goriintiilleme gergeklestirmek icin kullanilir. Sonug olarak,
dinamiklerini gorsellestirmek ve degerlendirmek icin birlikte goriintiilenebilirler. YFP,
en parlak floresan proteinlerden biridir ve gesitli goriintiileme amaglari i¢in yaygin olarak

kullanilir (Tablo 2.4.).
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Tablo 2. 4. YFP gesitleri (Piston D., 2023).

Protein Uyarma Emisyon Molar Yok Kuantum In vivo Bagil
(Kisaltma) Maksimum  Maksimum Olma Verimi yap1 parlaklik
(nm) (nm) Katsayist (EGFP 'nin%
'si)
EYFP 514 527 83,400 0.61 Monomer* 151
Topaz 514 527 94,500 0.60 Monomer* 169
Venus 515 528 92,200 0.57 Monomer* 156
mCitrine 516 529 77,000 0.76 Monomer 174
Y Pet 517 530 104,000 0.77 Monomer* 238
TagYFP 508 524 64,000 0.60 Monomer 118
PhiYFP 525 537 124,000 0.39 Monomer* 144
ZsYellowl 529 539 20,200 0.42 Tetramer 25
mBanana 540 553 6,000 0.7 Monomer 13

2.5.4. Evoglow Floresan Protein

Floresan raportor proteinleri, canlt hiicrelerin ve dokularin in vivo gercek zamanlh
goriintiilenmesine olanak saglar. Bu proteinler, in vitro floresan etiketleme icin degerli
invazif olmayan molekiiler araglardir. GFP gibi mevcut haberci proteinlerin 6nemli bir
dezavantaji vardir. Kromoforlarin sentezi i¢in bir kofaktdr olarak molekiiler oksijene
ithtiyac duyarlar. Bu sebeple anaerobik sistemlerde kullanilmalar1 miimkiin degildir.

Bu sorunun iistesinden gelebilmek i¢in, bir dizi flavin mononiikleotid (FMN) bazl
floresan proteinler olan Evoglow gelistirilmistir (Drepper vd., 2007). Evoglow proteinleri
bu yeniligin sayesinde hem aerobik hem de anaerobik biyolojik sistemlerde floresan

haberciler olarak kolaylikla kullanilabilmektedir (Sekil 2.25.).
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Sekil 2. 25. In vivo-floresan Evoglow proteinler, geleneksel Sar1 Floresan Protein (YFP) ile
karsilastirildiginda (Drepper vd., 2007).

2.5.5. Kirmiz1 Floresan Protein (RFP)

Yesil floresan proteinin (GFP) kesfinden bu zamana kadar, birgok floresan protein
spektral oOzelliklerle izole edilmis ve biyokimyasal belirtegler olarak kullanilmigtir
(Campbell vd., 2002a). Kirmizi Floresan Protein (RFP), in vivo gen ekspresyonunu
izlemek ve diger proteinleri etiketlemek gibi hiicreden hiicreye interaksiyonlar
incelemek icin yaygin olarak kullanilan bir proteindir. RFP'ler mevcut konfokal veya
genis alanli mikroskoplarda goriintiilenebilir ve ayrica daha yiiksek penetre edilebilirlige
sahiptir. RFP' nin en genis uyarma ve emisyon degerleri 580 nm ve 610 nm'dedir (Shi
vd., 2021).

Kirmiz1 floresan proteinin ve varyantlarinin yesil floresan proteinlerle
kombinasyon halinde kullanilmasi, canli dokularda ve hiicrelerde incelenen olaylar i¢in
cok sayida renk segenegi saglamistir. Kirmizi floresan protein Discosoma mercanindan
izole edilmistir (Sekil 2.27.). Bu kirmiz1 floresan protein orijinal olarak drFP583 olarak
adlandirmaktadir (Shi vd., 2021). Ancak genellikle DsRed olarak bilinir. DsRed,
olgunlagma hizinin ¢ok yavas olmasi (~12 saat) ve tetramer yapisinin istenmeyen protein
olusumuna neden olabilmesi nedeniyle laboratuvarlarda pek kullanmish degildir. Bu
sebeple 33 amino asit degistirilerek yeni nesil bir monomerik kirmizi floresan proteini
olusturulmus ve bu proteine mRFP1 adi verilmistir (Tablo 2.5.). Hizla olgunlasan

mRFP1, DsRed ile ilgili sorunlarin birgogunun iistesinden gelmektedir.
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Monomerik Kirmizi Floresan Protein (mRFP1), Discosoma tiirii mercanlardan
elde edilen DsRed proteininin bir mutasyonudur (Sekil 2.26.). Canli hiicre goriintiilleme
ve floresan flizyon proteinleri ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. mRFP1, DsRed'in
oligomerik yapisindan kaynaklanan kisitlamalari asmak i¢in tasarlanmistir ve 33 farkl
mutasyonla monomerik hale getirilmistir (Tablo 2.6.). Bu tek parcali yap1 sayesinde,
hiicre i¢i lokalizasyon ¢alismalarinda proteinlerin normal islevlerini bozmadan
kullanilabilmektedirler. Ayrica, mRFP1'in hizli olgunlasma siiresi ve yliksek stabilitesi,
gen ekspresyon analizlerinden ¢oklu floresan goriintiillemeye kadar ¢ok g¢esitli

uygulamalara izin vermektedir.

Tablo 2. 5. Kirmiz1 floresan protein 6zellikleri (Campbell vd., 2002b).

Floresan Proteinin Adi mRFP1
Amino Asit Dizilimi MASSEDVIKEFMRFKVRMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQ

TAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFQYGSKAYVKHPADIPDYLK
LSFPEGFKWERVMNFEDGGVVTVTQDSSLQDGEFIYKVKLR
GTNFPSDGPVMQKKTMGWEASTERMYPEDGALKGEIKMRL
KLKDGGHYDAEVKTTYMAKKPVQLPGAYKTDIKLDITSHNE
DYTIVEQYERAEGRHSTGA

Molekiil Formiilii Cos7H1673N2770323Ss

Molekiil Agirhig 25.4 kDa

(425) PFIMI - BseYI

(421) BbsI | _
(121) BaeGI - Bmel5801 (419) BtgI - NcoI | PvuIl - MspA1I (564)
(416) Mmel ||| Bsgl (580)
(73) BssSI - BssSal gtl‘ TagIl (s98)
(61) BanII (341) PstI - SbfI ||| pspFI (a29) q
(49) Fspl - FspAl (337) SfcI‘ "Ul | BsrBI (444) AleI (628)
(20) AatIl (321) BseRL | ‘3'\“‘ DrdI (526) ‘ BssHII (645)
! 1T
(18) zral (216) BsaAl ‘ ‘.“.‘|| BstXI (543) BsrFI - SgrAl  (667)
(0) Start | (180) AhdI | ‘-I\I.u MscI (547) ‘ End (678)
| | il (L] |
2007 3007 6001

Sekil 2. 26. mRFP1 yapisi1 (678 bp)

mRFP1, yaklagik 26,7 kDa molekiiler agirliga sahip 236 amino asitten olusan bir
proteindir. Uyarilma dalga boyu 584 nm ve emisyon dalga boyu 607 nm'dir. Bu 6zellikleri
sayesinde, GFP ve YFP gibi diger floresan proteinlerle beraber kullanildiginda spektral
ayrisma icin miikemmel bir etiket halini almaktadir. mRFP1, hizli olgunlagsma 6zelligi
sayesinde hiicre igindeki siireglerin etkili bir sekilde izlenebilmesini saglamaktadir.

Bunun yami sira gen ekspresyon seviyelerinin analizinde bir raporlayici gen olarak
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kullanilabilmeye de olanak sunmaktadir. Ek olarak, canli hiicre goriintiileme
uygulamalarinda biyolojik siireclerin ger¢ek zamanli olarak izlenmesine ve hiicrelerin

yasam dongiisii boyunca izlenmesine olanak tanimaktadir.

Sekil 2. 27. Discosoma mercani
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Tablo 2. 6. RFP gesitleri (Piston , 2023).

Protein Uyarma Emisyon Molar Yok Kuantum  In vivo Bagil
(Kisaltma) Maksimum Maksimum  Olma Verimi yap1 parlaklik
(nm) (nm) Katsayisi (EGFP 'nin%
'si)
mRuby 558 605 112,000 0.35 Monomer 117
mApple 568 592 75,000 0.49 Monomer 109
mStrawberry 574 596 90,000 0.29 Monomer 78
AsRed? 576 592 56,200 0.05 Tetramer 8
mRFP1 584 607 50,000 0.25 Monomer 37
JRed 584 610 44,000 0.20 Dimer 26
mCherry 587 610 72,000 0.22 Monomer 47
HcRed1 588 618 20,000 0.015 Dimer 1
mRaspberry 598 625 86,000 0.15 Monomer 38
dKeima- 440 620 28,800 0.24 Monomer 21
Tandem
HcRed- 590 637 160,000 0.04 Monomer 19
Tandem
mPlum 590 649 41,000 0.10 Monomer 12
AQ143 595 655 90,000 0.04 Tetramer 11

Kirmizi floresan protein (RFP), sundugu bir dizi avantaj nedeniyle aragtirmalarda
siklikla tercih edilmektedir. ik avantaj olarak, RFP' nin emisyon spektrumu yaklagik 580-
610 nm olarak, yesil floresan protein gibi kisa dalga boylu proteinlere kiyasla daha
uzundur. Bu nedenle derin doku goriintiilemeleri ve canli hiicre analizleri i¢in ¢ok
faydalidir. RFP' nin yiiksek foto stabilitesi uzun siire floresan sinyalin korunmasini saglar.
Bu sebeple uzun siireli takip ve goriintiileme gerektiren deneylerde énemli bir avantaj
olusmaktadir. Olusturdugu ytiksek parlaklik seviyesi ile diisiik konsantrasyonlarda bile
yiiksek sinyaller tiretebilmektedir. Bunun sayesinde de deneylerin sinyal giiciinii artirir
ve sonuglar1 daha giivenilir hale getirir.

RFP; GFP ve diger floresan proteinlerin spektral ortiisme riskini azalttig1 icin

coklu etiketleme calismalarinda kullanilabilir. Bu durumda, birden fazla proteinin ayni
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anda izlenmesi miimkiindiir. Ek olarak, okaryotik ve bakteriyel sistemlerde basitge
eksprese edilebilmesi, RFP'ye genetik modifikasyonlar ile ilgili arastirmalarda esnek bir
calisma alan1 sunar. Bu proteinin bakteriyel sistemlerde diisiik toksisite ile ¢alismasi,
arastirma siireglerinin gilivenilirligini artirir. Ciinkii hiicresel mekanizmalara minimal
seviyede miidahale etmektedir. Bunlara ek olarak RFP'nin bazi varyantlari, diisik pH
kosullarinda da stabil kalabilmektedir. Bu avantaj da RFP'yi daha genis bir ¢alisma alani
icin kullanilabilir hale getirmektedir.

RFP' den tiiretilmis varyantlar, daha hizli bir olgunlagma siireci gecirerek daha
yiiksek verimle calisir ve tiim bunlarin neticesinde de deney siireleri kisalarak c¢alisma
verimliligi artmaktadir. Kirmiz1 floresan protein, bu ozellikleri dikkate alindiginda,
ozellikle coklu etiketleme, derin doku goriintiileme ve bakteriyel ekspresyon

sistemlerinde ¢okca tercih edilen bir ara¢ haline gelmistir

2.5.5.1. RFP Olgunlasma Siireci

Olgunlasma mekanizmasi bakimindan RFP, floresan proteinler arasinda oldukca
avantajlidir. Amino asit zincirinde yer alan énemli li¢ amino asidin (GIn65, Tyr66 ve
Gly67) kimyasal degisiklikleri, bu islemin baslangicidir. Birincisi, bu amino asitlerin
peptit omurgasi i¢inde bir dongii olusturarak kromoforu meydana getirdigi sikliklesme
reaksiyonudur. Bu kromofor heniiz tam olarak floresan degildir, ¢linkii protein i¢cindeki
cevresel faktorler onu ileri modifikasyonlara siiriikler.

Oksijen, kromoforun tam olarak olgunlagabilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan 6nemli bir
aractir. Oksijen varligi ile meydana gelen oksidasyon reaksiyonlari, kromoforun iginde
bulunan ¢ift baglarin olusmasini saglar (Evdokimov vd., 2006). Bu, kirmiz1 floresansin
ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli olan 6nemli bir agamadir. Oksidasyon, kromoforun yapisinin
kirmizi 151k yaymasia neden olur. Bu noktada, yapisal olarak ortaya c¢ikan uzamis
konjugasyon sistemi, protein i¢inde kirmizi 1518in emilimini ve yayilmasim saglar. Bu
yontem, RFP' nin yesil spektrumdan kirmizi spektruma kaymasina ve karakteristik bir
kirmiz1 floresans sinyali iiretmesine imkan verir.

Kromoforun ¢evresindeki protein zincirinin konformasyonu, gelisme siirecinde
meydana gelen yapisal degisikliklerden etkilenir. Bunun sonuncunda, kromofor daha
uzun bir floresan sinyal iiretir ve daha stabil bir hale gelir (Shu vd., 2006). RFP, GFP' den
daha uzun siire olgunlasir ve genellikle birka¢ saat ila birka¢ giin siirer. Bu islem,

proteinin varyantina ve c¢evresel kosullara gore degisebilir. Bir takim genetik
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modifikasyonlar ile mRFP1 veya DsRed gibi daha hizli olgunlasan varyantlar
tiiretilmistir.

Ozetle, kirmiz1 floresan proteinlerin olgunlasma siireci cesitli molekiiler
etkilesimleri ve kimyasal reaksiyonlar1 igerir. Bu islemin sonunda, floresan proteinler
floresan hale gelir ve hiicre i¢cinde veya diginda goriintiileme ve analiz i¢in kullanilabilir.
RFP' nin tam anlamiyla islevsel olabilmesi igin gerceklestirdigi olgunlasma siireci,
proteinin i¢ginde bulunan kromofor yapisinda degisikliklerle tamamlanir (Evdokimov vd.,
2006). Protein bu olgunlasmanin devaminda ideal eksitasyon ve emisyon dalga
boylarinda gii¢lii bir kirmizi floresan sinyali iiretmeye baglar (Sekil 2.28.). Arastirmalarda
belirteg gorevi goren floresan proteinler; floresan yogunluguna bagli olarak bunlar
Olcerek, canli hiicredeki onemli hedef molekiillere kaynasmis floresan proteinin
lokalizasyonunu gorsellestirerek ve protein tarafindan olusturulan yeni varyantlarin
aktivitesini ve ekspresyonunu inceleyerek hiicredeki gen ekspresyonunu tespit etmeye

onemli 6l¢iide yardimei olur (Shu vd., 2006).
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Sekil 2. 28. RFP emisyon-eksitasyon grafigi (Spectrum [RFP (TagRFP)] | AAT Bioquest, t.y.)

2.6.Floresan Proteinlerin Kullanim Alanlari

Floresans proteinlerinin daha parlak, daha foto stabil ve daha genis bir spektrumda
floresans yayabilmesi i¢in protein miihendisligi kullanilmaktadir. Gergeklestirilen

mutasyonlar ile foto stabiliteyi artirmak i¢in yapilan ¢alismalar, proteinlerin daha yogun
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bir sekilde floresans yaymalarina olanak saglar (Tung & Tung, 2020). Bu degisimler,
Ozellikle uzun siireli canli hiicre goriintiilleme ¢aligmalart i¢in 6nemli bir avantajdir.
Floresan proteinler, sahip olduklar1 benzersiz 6zellikler sayesinde biyoteknoloji
ve molekiiler biyoloji ¢alismalari i¢cin 6nemli bir ara¢ halini almistir. Canli hiicrelerde
belirli yapilarin dinamik olarak izlenmesi ve isaretlenmesi i¢in floresan proteinler siklikla
tercih edilir. Floresans mikroskobu kullanilarak, gen miihendisligi yoluyla belirlenen
proteinlere filizyonlanmasi saglanan floresan proteinlerin, hiicre iginde olusturdugu
hareket ile birbirleriyle kurduklar: etkilesim ve lokalizasyonu izlenebilmektedir.
Floresan proteinlerin raporlayict olarak kullanilabilmeleri sayesinde, takip
edilmesi istenilen genlerin ne zaman ve nerede eksprese edildigi gézlenebilmektedir. Bu
proteinlerin promotor bdlgelerine flizyonlanmasi, gen ekspresyon caligsmalari igin
oldukga 6nemli bir uygulamadir (Shaner vd., 2005). Aktif olan genin bulundugu hiicrede
tiretilen proteinin floresans yaymasi sonucunda gen ekspresyonu gorsel olarak takip

edilebilmektedir.

Canli Hiicre
Goriintilemeleri

Protein Takip Gen ifadesi
Caligmalar Takibi

Yiksek
Gozunarlikli
Mikroskopi

ilag ve Tedavi
Etkinligi
Calismalari

Hastalik Noron-Beyin

Arastirmalari

Arastirmalari

Cevresel
Biyosensorler

Sekil 2. 29. Floresan proteinlerin kullanim alanlari-Created in BioRender

Sekil 2.29.” da gosterildigi gibi floresan proteinlerin kullanim alanlarindan birisi
de protein-protein etkilesimlerini tespit etmektir. Floresan Rezonans Enerji Transferi
(FRET) yéntemi sayesinde iki protein arasindaki etkilesim takip edilebilmektedir. iki
floresan proteinin yakin olmasi durumunda, bir proteinden yayilan 151k diger protein
tarafindan emilerek olusan enerjinin aktarilmasina olanak saglanir (Durhan vd., 2022).

Bunun sonucunda hiicre igindeki protein-protein etkilesimleri canli olarak
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gozlemlenebilir. Tim bu kullanim alanlarina ek olarak floresan proteinler, in vivo
goriintiileme tekniklerinde 06zellikle de hastalik teshis ve tedavisi icin siklikla
kullanilmaktadirlar (Piston D., 2023). Ornegin, floresan proteinlerle isaretlenmis
hiicreler, kanser hiicrelerinin yayilmasini izlemek ve ilaglarin etkisini degerlendirmek igin
kullanilabilmektedir.

Sinir biliminde kalsiyum ve voltaj degisikliklerine duyarli floresan proteinlerin
kullanilmasiyla néronlarda bulunan aglarin ger¢cek zamanlh takip edilebilmesi oldukga
dikkat cekmektedir. Cevresel biyosensor gelistirme g¢alismalari, toksinlere veya agir
metallere tepki veren floresan proteinler araciligryla kirleticileri su ve toprak drneklerinde
hizli bir sekilde tespit edebilmektedir. Ek olarak, floresan proteinler, yapay fotosentez ve
biyoyakit iiretimi gibi yenilenebilir enerji arastirmalarinda 1s18a duyarli 6zellikleri

sayesinde enerji doniisiimii prototiplerinde kullanilmaktadir.

Gelecekte floresan proteinlerin daha karmasik biyolojik sistemlerin analizinde ve
sentetik  biyoloji uygulamalarinda ©6nemli bir rol oynamast beklenmektedir.
Arastirmacilar, daha genis bir spektrumda daha parlak ve daha stabil floresan proteinler
icin caligmalarina devam etmektedirler. Floresan proteinlerin  biyoteknolojik
uygulamalardaki kullanimi, canli hiicrelerde ve organizmalarda daha hassas izleme ve

isaretleme tekniklerinin gelistirilmesi yoluyla daha da ilerleyecektir.

2.7.Cereibacter sphaeroides (Rhodobacter sphaeroides) O.U.001

2.7.1. Hiicre Fabrikas1 Olarak Cereibacter sphaeroides

Cereibacter sphaeroides, sahip oldugu fizyolojik ve genetik 6zellikleri sayesinde
biyoteknoloji alaninda olduk¢a 6nemli bir model organizma olarak dikkat ¢ekmektedir.
Patojenik olmayan yapisi, genetik manipiilasyonlara acikligi ve g¢esitli metabolik
ozellikleri sayesinde rekombinant protein {iretimi gibi ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar
i¢in 1yi bir sistem saglar.

Bu organizma, metabolik olarak oldukc¢a esnektir ve hem aerobik hem de
anaerobik kosullarda biiyiiyebilmektedir. Isik varliginda fotosentetik biiylime yapabilir
ve kemotrofik metabolizma yoluyla da ¢ogalabilmektedir (Verméglio & Joliot, 1999). Bu
ozelliklerinin yaninda karbondioksit (CO2) ve atmosferik azot (N2) fiksasyon yetenegi ile

stirdiiriilebilir biyoteknolojik tiretim platformlar1 i¢in umut vaat eden bir mikrobiyal arag
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olarak goriilmektedir. C. sphaeroides, organik asitler ve monosakkaritler gibi ucuz ve
cesitli karbon kaynaklarini kullanarak yiiksek hiicre yogunluklarina ulasabilmektedirler
(Mackenzie vd., 2007). Endiistriyel 6l¢ekte yiiriitiilecek biyoprosesler, bu durumdan
ekonomik agidan 6nemli faydalar elde etmektedir.

Bu bakteri iizerine yapilan kapsamli genetik arastirmalar da elektroporasyon ve
konjugasyon gibi tekniklerin DNA transferi igin etkili oldugunu gostermektedir
(Mackenzie vd., 2007). Sekanslanmis genomu ve transkripsiyonel diizenleme
mekanizmalarinin biiylik dl¢iide aydinlatilmasi, hedef gen ekspresyonunun kontrollii bir

sekilde diizenlenmesine olanak saglamaktadir.
2.7.2.Fiziksel ozellikleri

Rhodopseudomonas sphaeroides ve ardindan Rhodobacter sphaeroides olarak
bilinen bakteri tiirii, giiniimiizde Cereibacter sphaeroides olarak adlandirilmakta olup,
NCBI taksonomi veritabaninda da bu giincel ismiyle yer almaktadir (Shi vd., 2021).
Cereibacter sphaeroides 2.4.1, filogenetik olarak farkli alfaproteobakterilerin a-3 mor
kiikiirtsiiz bakteriler grubun da yer alir (Tablo 2.7.). C. sphaeroides kati gida atig1 ve gida
isleme atik sularindan elde edilen biyohidrojen iiretebilen gram negatif bir bakteridir
(Rodriguez vd., 2016). Hiicreler, ozellikle karmasik ortamlarda oldukc¢a degisken
morfolojiye sahiptir. Hiicreler kiireselden ovaldir ve siklikla ¢iftler halinde veya bir

boncuk zinciri olarak ortaya ¢ikar.

Tablo 2. 7. Cereibacter sphaeroides’in sistematik siniflandirilmasi

Alem  Bacteria

Sube  Pseudomonadota

Siif  Alphaproteobactera
Takim Rhodobacterales

Aile Paracoccaceae

Cins Cereibacter

Tiir Cereibacter sphaeroides

C. sphaeroides bulundurdugu flagellasi sayesinde hareket edebildigi igin lireme
stvisinda kolaylikla, karistirmaya ihtiyact duyulmadan kalabilmektedir. Ayn1 zamanda
dibe ¢okmeden iireyebilme yetenegine sahiptir. Bu sebepten dolayr iiretim maliyeti
oldukga diisiik olmaktadir. Ortamin alkali hale gelmesiyle, geng kiiltiirlerde aktif olarak
hareketlilik gosteren hiicreler, yasla birlikte hareketliligini kaybederler.
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Cubuk seklinde bulunan C. sphaeroides aerobik biiylimeden, fotoheterotrofik
biliylimeye gectigi zaman ¢ubuk seklinden kokobasile doniismektedir. Tek tek hiicrelerin
boyutu son derece degiskenlik gosterir. Hiicrelerin boyutlar1 da degiskendir; kapsiilsiiz
caplar1 0,7 ila 4 A arasinda farklilik gosterir (Van Niel, 1944). C. sphaeroides'in elektron
mikroskobu goriintiisii Sekil 2.30.'da gosterilmektedir (Van Niel, 1944). Kiiltiirler
yaslandikca, balgik tabakasi olusumu sebebiyle viskoz hale gelirler.

Sekil 2. 30. Cereibacter sphaeroides O.U.001 (Seifert vd., 2012).

Bakterilerin biiyliyebilecegi pH aralifi genistir ve en az pH 6'dan 8,5'e kadar
degiskenlik gosterir. Optimum sicaklik 29-30°C'de olmalidir (Van Niel, 1944). Genis
metabolik aktivitelere ve fotosentez, litotrofi, aerobik, anaerobik, fermentatif,
fotoheterotrofik, fotolitotrofik solunum dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli enerji edinme
mekanizmalarina sahiptir (Van Niel, 1944). Boylece farkli ¢evre kosullarinda tiremesini
kolayca devam ettirebilir.

C. sphaeroides gibi anaerobik veya aerobik ortamlar da biiyiiyebilen bakteriler
yapilarinda bulunan pigmentlere gore ortamlarda farkli renkte goriiniirler. C. sphaeroides
fotosisteminde, bakteriye rengini veren karotenoidler, sferoiden (SE) ve sferoidenon (SO)
igerir. Oksijenin varligi, karotenoid tiplerini diizenleyerek bakterinin rengini belirler
(Yiiksel, 2022). Bakteriler aerobik olarak kiiltiirlendiginde, hiicrelerdeki baskin
karotenoid SO 'dur ve havaya maruz kalma sirasinda renklerini kademeli olarak kirmizi-
pembeye doniistiiriir (Van Niel, 1944). Bakteriler anaerobik kosullarda ¢ogaltildiginda,
hiicrelerde baskin olan karotenoid SE ’dir ve kiiltiirlin rengi sari- kahverengidir (Yeliseev
vd., 1996). Farkli karbon ve nitrojen kaynaklar1 kullanabilir ve nitrojen kaynaklar

eksildigi zaman N> fiksasyonu yapabilirler (Kars & Alparslan, 2013).
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Birgok farklt karbon substratlar1 iizerinde biiyiiyebilen ve farkli elektron
alicilarina da sahip olan C. sphaeroides uyumlu metabolizmaya sahip oldugu igin
endiistriyel uygulamalar da ¢ok yonlii gérev alan bir bakteridir (Mougiakos vd., 2019).
Bu 6zellikleri C. sphaeroides’e birgok 6zellik katar. Oksijensiz fotosentez, azot ve karbon
fiksasyonu ve membran biyoenerjisi gibi metabolik olaylarin anlasilmasinda model

organizmalar olarak kullanilmaktadirlar (Kars & Alparslan, 2020).

2.7.3.Genetik ozellikleri

C. sphaeroides 2.4.1 susu iki dairesel kromozoma (~ 0.9 Mbp ve ~ 3 Mbp) ve bes
ekstra kromozomal plazmite sahiptir (Suwanto & Kaplan, 1992). C. sphaeroides'in tim
dogal suslari, en az bir endojen plazmit igerir. Bazi suslarin boyutlar1 42 ile140 kb
arasinda degiskenlik gosterebilir. Suslar, alti farkli plazmit tiirii tasiyabilmektedir
(Suwanto & Kaplan, 1992).

C. sphaeroides 2.4.1'in genomik bilesimi iizerinde calismalar yapilmistir.
Bakterinin tiim genomu tamamen dizilip yayimlanmistir (Mougiakos vd., 2019). C.
sphaeroides 2.4.1'in ilk olarak iki kromozoma, kromozom | (2973 kb) ve kromozom II'
ye (911 kb) ve bes ekstra kromozomal replikona (pRS241a (113.6 kb), pRS241b (104
kb), pRS241c (100 kb), pRS241d (99 kb), pRS241e (42 kb)) sahip oldugu gdosterilmistir.
C. sphaeroides'in zengin genom bilesimi, metabolik karmagikliga da yol agmistir. C.
sphaeroides'e gen transferi ¢esitli sekillerde denenip en etkili yolun konjugasyon veya
diparental ¢iftlesme oldugu sonucuna varilmaistir.

Konjugasyon, C. sphaeroides' te DNA transferi i¢in en yaygin kullanilan tekniktir.
Transfer, C. sphaeroides ile dzellestirilmis E. coli donorii arasinda gergeklesir. Donor ve
alicinin kati yiizey lizerinde karistirilmasi ve sonrasinda alicinin bir antibiyotik direng
markori ile secilmesiyle gerceklestirilen yontemdir. Transfer fonksiyonu bir yardimci
plazmitten veya konakg1 olan E. coli S.17-1'den elde edilir (Suwanto & Kaplan, 1992).

C. sphaeroides iizerinde heterolog gen ifadeleri veya tiirler aras1 gen ifadeleri de
calisilmistir. Cogu bakteriyel PNS (mor kiikiirtsiiz) geni, E. coli'de ifade edilmistir. EK
olarak, bir PNS bakterisinden gelen genlerin diger PNS bakterilerinde ifade edildigi
caligmalar da vardir (Kars & Alparslan, 2020). Genom dizi analizinin yapilmig olmasi
sebebiyle, genetik modifikasyonlar olduk¢a kolay uygulanabilir (Kars & Alparslan,
2020). Katma degeri yiiksek olan, (Hidrojen, 5-aminolevulinik asit, B12 vitamini,

Koenzim Q10, Polihidroksibiitirat (PHB) vb.) gibi iirlinleri dogal olarak sentezleyebilir
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(Sasaki vd., 2005). Bir diger onemli ozelligi ise, E. coli gibi bircok gram negatif
bakterilerin aksine, C. sphaeroides’in immiin reaksiyonlara sebep olmayisidir. C.
sphaeroides bu Ozellikleri sayesinde, biyoteknolojik uygulamalarda oldukca
kullanilabilir hale gelmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, PNS bakterilerin
biyoteknolojik siireglerde daha ¢ok kullanilacagini gostermektedir. C. sphaeroides’in tiim
genom sekansinin bilinmesi sayesinde, calismalarda oldukga sik kullanilan model bakteri

haline gelmistir.

2.8.Cereibacter sphaeroides i¢cin Kullanilan Vektorler

Bir ekspresyon vektorii, spesifik bir geni bir hedef hiicreye sokmak ve ilgili gen
{iriiniinii {iretmek {izere hiicresel mekanizmay1 ydnlendirmek i¢in kullanilir. ifade yapilari
olarak da adlandirilan ekspresyon vektorleri, bir tiir plazmittir. Spesifik bir gen,
ekspresyon vektorleri kullanilarak konakei hiicreye dahil edilir; burada vektor, hiicrelerin
transkripsiyon ve translasyon mekanizmalarini kullanarak transforme edilmis genin
ekspresyonunu kolaylastirir. Ekspresyon vektorleri, i¢ine bir protein veya RNA'nin
sokuldugu bir DNA segmentinden bir gen {irlinii tiretmek igin kullanilir (Huo, 2011).

Bir ekspresyon vektorii, verimli gen ekspresyonuna yol agan gili¢lendiriciler ve
promotdr bolgeleri gibi diizenleyici sekanslar igerir. Insiilin benzeri protein konak
hiicrede ifade edildikten sonra, {iriin konak hiicre proteinlerinden saflastiriimalidir. Bu
islemde, eklenen protein ya bir histidin (His etiketi) ya da bagka bir protein ile etiketlenir.
Konak hiicreye eklenen genin verimli ifadesini elde etmek i¢in, ifade vektoriine asagidaki
ifade sinyalleri eklenmelidir;

e Giglii bir promotor
e  Giiglii bir sonlandirma kodonu
e Promotor bolgesi ve klonlanmis gen arasinda mesafe

e Bir transkripsiyon baglatma dizisi

Bir klonlama vektorii, bir konak¢i hiicrede stabil sekilde muhafaza edilebilen
kiigiik DNA parcasidir. Klonlama vektorleri, tasiyict DNA molekiilleri gérevini goriirler.
Klonlanan genin birden ¢ok kopyasini olustururken hiicreleri genleri eklemek igin

kullanilirlar. Tiim klonlama vektorlerinin dort 6zelligi vardir;

e Tagidiklar1 yabanci DNA parcasi ile ¢cogalirlar.
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e Vektorde yalnizca bir kez var olan bir¢ok kesim alani igerirler.
e Konak genomunda normalde bulunmayan antibiyotik direng genleri seklinde bir

secim belirteci tasirlar.

e Konakger hiicreden geri alinimlari nispeten kolaydir.

2.8.1.pFRU2

pFRUZ2 vektorii, 5355 baz cifti uzunlugunda bir ekspresyon vektoriidiir. Bu
vektorde promotor olarak fruktoz promotoru, afinite isareti olarak 6-histidin etiketi,
antibiyotik olarak kanamisin bulunmaktadir (Sekil 2.31.). Promotoru indiiklenebilir bir
promotor olan bu vektdrde indiiksiyon i¢in fruktoza ihtiyag¢ vardir (Sekil 2.32.). Aerobik

ve anaerobik kosullarda calisabilen vektor bu 6zelligi sebebiyle fotosentetik bakterilerde

_ Mob
’
5000

pFRU2
5355 bps

avantaj saglamaktadir.

Kanamisin

000L

Rep

% &
% S

His Taq
Fru Promotor RES " Stop Kodon
Z Terminator

> b

Nrul

Sekil 2. 31. pFRU2 vektor yapisi-Created in BioRender
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fru promoter Terminator

Histag  stop codons
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Sekil 2. 32. pFRU?2 vektoriiniin indiiklenebilir yapisi

2.8.2. pBBRLMCS

pBBRIMCS vektor serisindeki ilk vektor olan pBBR1IMCS, bir kloramfenikol
direngli (CmR) plazmittir. Ayn1 zamanda genis konakgi araligi (bhr) olan bir plazmitidir
(Obrani¢ vd., 2013a). Pek ¢ok Gram-negatif bakteri dogal olarak kloromfenikol
direnclidir. Bu 6zellige ek olarak vektoriin her biri farkli bir antibiyotik se¢im markoriine
sahip dort plazmit varyanti gelistirilmistir. Bu plazmitlerin boyutu kiiciiktiir (<5.3 kb) ve
lacZa geninde genis bir ¢oklu klonlama bolgesine (MCS) sahiptir. Ayrica bu plazmitler
mobilize edilebilirler ve farkli plazmit uyumsuzluk gruplarn ile uyumluluk
gosterebilirler(Obrani¢ vd., 2013a). Tiim bu faydal 6zellikler goz oniine alindig1 zaman,
pBBR1MCS plazmitleri, Cereibacter sp., Acidithiobacillus sp., Brucella sp., Bartonella
bacilliformis, Pseudomonas putida ve Burkholderia sacchari gibi farkli bakteri tiirlerini
iceren c¢esitli ¢alismalarda kullanilabilmektedir. Gelistirilen dort farkli pBBR1IMCS

varyant1 agagida verilmistir.

2.8.2.1.pBBR1IMCS-2

pBBR1MCS serisinden olan pBBR1MCS-2, kanamisine direngli bir plazmittir
(Obrani¢ vd., 2013b). E. coli kaynakli lac promotoruna sahip bir vektordiir. Plazmit
boyutu 5144 bp’dir (Sekil 2.33.).
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pBBR1MCS-2
5144 bp

| ncol (1425)

" [CAP binding site

Sacl (1929)

Sekil 2. 33. pPBBR1MCS-2 yapist (Obrani¢ vd., 2013b).
2.8.2.2.pBBR1IMCS-3
pBBR1MCS serisinden olan pBBR1MCS-3, tetrasikline direngli bir plazmittir

(Obrani¢ vd., 2013b). Lac, T3 veya T7 promotoriine sahip olabilirler. Plazmit boyutu
5228 bp’dir (Sekil 2.34.).

pBBR1MCS-3

5228 bp

lac operator
(3321) Kpnl
(3317) Acc651
(3315) Apal
(3302) Xhol
(3267) Pstl
(3259) Smal
(3257) Xmal
(3245) Spel
(3239) Xbal
(3226) Sacll
(3219) Sacl
(3217) Eco53kI

Sekil 2. 34. pPBBR1MCS-3 yapis1 (Obrani¢ vd., 2013b).
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2.8.2.3. pPBBRIMCS-4

pBBR1MCS serisinden olan pBBR1MCS-4, ampisiline direngli bir plazmittir
(Obrani¢ vd., 2013b). Lac, T3 veya T7 promotoriine sahip olabilirler. Plazmit boyutu
4950 bp’dir (Sekil 2.35.).

pBBR1MCS-4
4950 bp

(3219) Sacl
(3217) Eco53kI

Sekil 2. 35. pPBBR1MCS-4 yapisi (Obrani¢ vd., 2013b).

2.8.2.4. pPBBR1IMCS-5

pBBR1IMCS serisinden olan pBBR1MCS-5, gentamisin direngli bir plazmittir
(Obrani¢ vd., 2013b). Lac, T3 veya T7 promotdriine sahip olabilirler. Plazmit boyutu
4768 bp’dir (Sekil 2.36.).
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S
S

lac operator|

(3321) Kpnl
(3315) Apal
(3302) Xhol
(3296) Sall
(3288) Clal
(3281) HindIII
(3269) EcORI
(3267) Pstl
(3259) Smal
(3251) BamHI

pBBR1MCS-5
4768 bp
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(3227) BstXI
(3219) Sacl

Sekil 2. 36. pPBBR1IMCS-5 yapisi (Obrani¢ vd., 2013b).

2.8.3. pIND

pIND, ampisilin direngli bir plazmittir. Minimal 1s1 goku promotdriine sahiptir
(Ind vd., 2009). Plazmit boyutu 5023 bp’dir (Sekil 2.37.).

AmpR promoter

hsp70 promoter
AmMpR

4800

600 bGH poly(A) signal

pIND 2

5023 bp
3600~

el . w SV40 promoter

5 1300
3000 @Q
CAP binding site I

2400
lac promoter
lac operator NeoR/KanR
M13 rev
SV40 poly(A) signal

1 ori

Sekil 2. 37. pIND yapis1 (Ind vd., 2009).
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2.8.4. pMG170/pMG171

pMG170 ve pMG171 kanamisine direngli bir plazmitlerdir (Inui vd., 2003b). Bu
plazmidlerin her ikisi de 6068 bp uzunlugundadir (Sekil 2.38.).

Xhol Narl
Apa LI
pMG171 pMG170
Sph 1 B EcoRI
Pst 1, Sse83871 Kpnl pHSG298/pHSG299
Sal 1 BamHI ori
Xbal Xbal lacZ o
BamHI Sal 1 pMG170/pMG171
Kpn1 Pst 1, S5e83871 Ko 6,068 bp pMG160
EcoRI _ Sph1 ori
Clal
Xho I

Sekil 2. 38. pMG170/pMG171 yapist (Inui vd., 2003b).

2.9. Cereibacter sphaeroides’de Kullanilan Promotorler

2.9.1. fruBKA Operonu Promotoru

fruBKA operonu, fruktoz metabolizmasinda rol alan genleri igererek fruktoz
varliginda indiiklenebilir 6zellik gostermektedir. Bu ozellik sayesinde gevresel seker
varligina bagh olarak gen ekspresyonu kontrol edilebilir. C. sphaeroides'e 6zgii bir
indiiklenebilir ekspresyon vektoriiniin olusturulmasinda bu promotor kullanilmistir
(Coskun, 2017). FruBKA promotoru ile bu vektérde hedef genlerin ekspresyonunu
fruktoz varliginda indiiklenebilmektedir. Ek olarak protein saflastirma islemlerini
kolaylastirmak i¢in vektore alt1 histidin aminoasiti iceren bir etiket bolgesi de dahil
edilmistir. Bu promotorun kullanilmasi, C. sphaeroides'te gen ekspresyonunun hassas bir
sekilde ayarlanmasin1 saglayarak bakterinin metabolik esnekligi ve adaptasyon

yetenegini desteklemektedir.

2.9.2. Cer Operonu Promotoru

CerM ve CerN proteinleri, C. sphaeroides'te quorum sensing (hiicre yogunluguna

bagl iletisim) sistemini diizenlemektedir. CerN, LuxR benzeri bir transkripsiyonel
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diizenleyici olarak ¢alisirken CerM'in aktivitesini dengelemektedir. Bakterinin ¢evresel
kosullara adaptasyonunda bu dinamik ¢ok onemlidir. Quorum algilama mekanizmast,
CerM ve CerN proteinlerini kodlayan genlerin promotor bolgeleri tarafindan yiiriitiiliir
(Hernandez-Valle vd., 2024). Bu promotorlar, CerM ve CerN proteinlerinin sentezi
tizerinde kontrol saglamaktadir. Bu, bakterinin ¢evresel sinyallere uygun sekilde tepki

vermesine yardimci olmaktadir.

2.9.3. puf Promotoru

C. sphaeroides'in protein ekspresyonu i¢in gelistirilen BioBrickTM uyumlu
vektor sistemi, bakterinin puf promotorunu kullanarak etkili bir ekspresyon ortami
saglamaktadir. Bu sistemde, DsRed olarak bilinen kirmizi floresan protein, puf
promotorunun ¢esitli boliimleriyle kontrol edilen ekspresyon seviyelerini degerlendirmek
icin kullamlmistir (Tikh vd., 2014). Heterolog protein ekspresyonunda, puf
promotorunun 3' ucunun Onemli bir rol oynadigimi gosterilmistir. Bu bolgelerin
kullanilmas1 hem aerobik hem de anaerobik kosullarda yiiksek DsRed iiretimi saglamistir.
Bu sonuglar, C. sphaeroides'te karmasik biyomolekiillerin iiretimi i¢in bir temel

saglamaktadir.

2.10. Cereibacter sphaeroides’de Kullamlan Transkripsiyon Terminatorleri

2.10.1.BBa_J95029

iIGEM (International Genetically Engineered Machine) Parts Registry' nde kayitl
olan BBa J95029, transkripsiyonu tamamlamak i¢in kullanilan bir terminatordiir. Bu
bilesen, ardisik iki terminale sahip bir ¢ift terminal sistemi saglamaktadir. BBa_J95029,
ozellikle BBa B0012 ve BBa B0011 terminatorlerinin kombinasyonu kullanilarak
olusturulmustur. Gen ekspresyonu, bu iki terminatdr sistemi tarafindan etkili bir sekilde
kontrol edilerek istenmeyen gen etkilesimleri bu sekilde 6nlenmektedir. Cift terminator
yapisinin bir sonucu olarak, genetik miihendislik ve sentetik biyolojide oldukga 6nemli
rol oynamaktadir. Bu terminatér sayesinde, transkripsiyonun sonlanmasinda yiiksek
verimlilik saglanarak genetik materyalin gilivenli ve giivenilir bir sekilde ekspresyonu

gerceklesmektedir. Ifade edilen sinyal dizisi asagida verilmektedir.
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5’- GATCCGGTGGATGACCTTTTGAATGACCTTTAATAGATTATATTACT
AATTAATTGGGGACCCTAGAGGTCCCCTTTTTTATTTTAAAAATTTTTTCA
CAAAACGGTTTACAAGCATAAAGCTTGCTCAATCAATCACC- 3

2.10.2. SV40 (Simian Virus 40) poly(A) sinyali

SV40 poly(A) sinyali, Simian Viriis 40 (SV40)in 3' u¢ transkripsiyon
sonlandirmasint saglayan bir DNA dizisidir. Bu dizi mRNA'nin poliadenilasyonunu
kontrol etmektedir. MRNA' nin stabilitesini artiran bu sinyal, ayni1 zamanda translasyon
verimliligini de artirmaktadir. SV40 poly(A) sinyali erken veya ge¢ durumda
olabilmektedir. Geg¢ sinyal, transkripsiyon sonlandirmada daha iyi performans
gostermektedir. Ikincil RNA vyapilart da bu sinyalin etkinliginde 6nemli bir rol
oynamaktadir. SV40 poly(A) sinyali, gen mihendisligi ve sentetik biyoloji
uygulamalarinda 6karyotik hiicrelerde yiiksek gen ekspresyonu saglamak i¢in yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu sinyalin dogru anlasilmasi, genetik miihendislik ve
biyoteknolojide daha etkili ve verimli uygulamalarin gelistirilmesine izin vermektedir.

Ifade edilen sinyal dizisi asagida verilmektedir.
5’- AATAAA- 3

2.10.3. Bovine growth hormone (bGH) poly(A) sinyali

Okaryotik gen ekspresyon vektdrlerinde siklikla kullanilan bir transkripsiyon
sonlandirma ve mRNA stabilizasyon sinyalidir. Sigir bityiime hormonu (bGH) geninin
dogal polyadenilasyon bolgesinden bGH poly(A) sinyali elde edilmektedir. Bu sinyal,
mRNA'nin 3’ ucunda poliadenilasyon ger¢eklesmesini saglamaktadir. Hedef proteinin
yuksek diizeyde iiretimine katkida bulunan bu sinyal, mRNA'nin hiicre i¢indeki
stabilitesini artirarak translasyon verimliligini artirmaktadir. Okaryotik ekspresyon
sistemlerinde yaygin olarak kullanilan bGH poly(A) sinyali, gii¢lii promotorlarla birlikte
calistirlldiginda rekombinant protein tiretiminde etkili bir sekilde kullanilabilir. Genetik
miithendislik uygulamalarinda, 6zellikle memeli hiicrelerinde gen ekspresyonunu
optimize etmek icin bu &zellikleri sayesinde tercih edilmektedir. Ifade edilen sinyal dizisi

asagida verilmektedir.

5’- AAUAAA- 3’
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2.11. Cereibacter sphaeroides Gen ekspresyon Calismalari

Rekombinant proteinler, biyoloji ve biyotipta énemli bir rol oynamaktadir. Su
anda, E. coli ve maya, rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in en yaygin kullanilan
heterolog ekspresyon sistemleridir. Bununla birlikte, E. coli ve maya sistemlerinin zar
proteinlerini tiretme kabiliyeti sinirlidir (Cheng vd., 2015).

Bir ifade sistemi olarak, C. sphaeroides'in baz1 benzersiz avantajlar1 vardir. Ilk
olarak, bu bakteri, aerobik ve aerobik solunum, fermantasyon ve anaerobik fotosentez
dahil olmak tiizere bircok biiylime moduna sahiptir ve diinya c¢apinda yayginlik
gostermektedir. ikincisi, bu bakteri oda sicakliginda, hava gecirmez bir kapta on yildan
fazla yasayabilir. En Onemlisi olarak, C. sphaeroides'te eksprese edilen heterolog
proteinler ger¢cek zamanli ve hizli bir sekilde degerlendirilebilirler. Tiim bu avantajlar, C.
sphaeroides'in miikemmel bir protein ekspresyon sistemi olabilecegini kesin olarak

gostermektedir.

2.7.1.Membran proteininin heterolog ekspresyonu

L. Cheng ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada; C. sphaeroides sistemi,
membran proteinlerini eksprese etmek i¢in kullanilmistir. Bu sistemin protein ifade
kapasitesini gelistirmek i¢in, C. sphaeroides LH2 kompleksinin bir araya gelmesinde ¢ok
onemli bir rol oynayan Puc geni asir1 ifade edilmistir.

Puc geninin silinmesi, LH2 kompleksinin verimsiz olusumuna ve heterolog
protein ekspresyonunun basarisizligina neden olur, bu da PucC proteininin heterolog
protein ekspresyonu i¢in temel bir element olabilecegini diisiindiiriir. Ancak, C.
sphaeroides ile heterolog protein ekspresyonu arasindaki iliskiye odaklanan bir ¢aligma
daha 6nce yapilmamistir. Bu yiizden bu ¢alismada, C. sphaeroides'te pucC geninin asiri
eksprese edilmesiyle heterolog bir proteinin ekspresyon seviyesini artirma iizerine
odaklanilmistir. Yapilan deneysel c¢alismalar sonucunda pucC asir1 ekspresyonunun, C.
sphaeroides ekspresyon sistemi {iizerindeki heterolog protein ifade seviyelerini

artirabilecegini gostermektedir (Cheng vd., 2015).
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2.7.2. Zar tasima proteinlerinin heterolog ekspresyonu

Feng Qi ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada; sirasiyla Acinetobacter
calcoaceticus, Klebsiella pneumoniae, Corynebacterium glutamicum organizmalarindan
alinan {i¢ zar tasima proteini (AcPcaK, KpPcaK ve CgPcaK), CoQ10 sentezinin gerekli
bir ara {iriinii olan hiicre dis1 4-hidroksibenzoik asidin (4HBA) alimini arttirmak igin, C.
sphaeroides GY-2'de heterolog olarak ayr1 ayri ifade edilmistir. Olduk¢a redoks aktif bir
bilesik olan Koenzim Q10 (CoQ10); ilag, gida ve saglik endiistrilerindeki 6nemli
uygulamalar1 sebebiyle artan bir ilgi gérmektedir. CoQ10 biyosentezinde yer alan
metabolik yollar bilinmesine ragmen, dogal iiretici C. sphaeroides'te CoQ10 {iretimini
artirmak i¢in mihendislik stratejilerinin  gelistirilmesine iligkin ¢ok az rapor
bulunmaktadir. Bu dogal iireticinin CoQ10 tiiretimi {izerindeki etkisini ortaya ¢ikarmak
i¢in deneysel ¢alismalar gergeklestirilmistir (Qi vd., 2017).

Yapilan bu ¢alisgma, CoQ10 firetimini iyilestirmek icin kullanilan teknigi
dogrulamakta ve daha fazla iyilestirme icin calisma alanlarmi genisletmektedir.
Kullanilan stratejinin, CoQ10'un biyoteknolojik {iiretimini artirmada etkili oldugu
kanitlanmis ve bu nedenle endiistriyel uygulamalar da dahil olmak iizere daha fazla

gelisme vaat etmektedir.

2.7.3. Glutamil-tRNA rediiktaz geninin heterolog ekspresyonu

Gokhan Kars ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada; C4 yoluna ek olarak
ikinci bir 5-ALA {iretim yolu (C5 yolu), eksik glutamil-zRNA rediiktaz geninin C.
sphaeroides'te heterolog ekspresyonu ile saglanmistir (Kars & and Alparslan, 2014).
Biyoteknolojide degerli bir iiriin olarak bilinen 5-ALA tetrapiroliporfirin, B12 vitamini
ve klorofilin onciisiidiir. Ozellikle bir antikanser ajani, bir bitki biiyiime uyaricis1 ve
biyolojik olarak pargalanabilen bir herbisit ve pestisit olarak kullanilabilmektedir.

5-aminolevulinik asidin (5-ALA) sentez yollari, siiksinil-CoA ve glisini (C4 yolu)
veya glutamati (C5 yolu) kullanir. C. sphaeroides C4 yolu ile 5 ALA sentezlese de
glutamil-tRNA rediiktazin disinda, C-5 yolu enzimlerini kodlayan genlere de sahiptir. C.
sphaeroides’in yapisinda bulunmayan Glutamil-tRNA rediiktaz geni, Rhodospirillum
rubrum'dan klonlanmis ve C. sphaeroides’te ifade edilmistir. Bdylece C5 yolu, gerekli
tim genleri birlestirdikten sonra islevsel hale gelmistir. Bdylece, yeni bir fikir

uygulanarak; daha fazla 5-ALA iireten yeni ve benzersiz bir bakteri tiirti gelistirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada, kirmiz1 floresan proteinin (RFP) ekspresyonu ig¢in bakteriyel
klonlama, transformasyon, konjugasyon ve ekspresyon analizleri gerceklestirilmistir. ilk
olarak, genetik materyal uygun restriksiyon enzimleri kullanilarak indiiklenebilir bir
ekspresyon vektoriine klonlanmistir. Rekombinant plazmitin dogrulugu, agaroz jel
elektroforezi ve DNA sekanslama yoOntemleriyle dogrulanmistir. Daha sonra,
rekombinant plazmit, kimyasal yontemle E. coli hiicrelerine aktarilmis ve segici
antibiyotik i¢eren medyumlarda cogaltilmistir. Gen ekspresyonunun gerceklestirilmesi
amaciyla, konjugasyon yontemiyle plazmit C. sphaeroides susuna transfer edilmistir.

Kullanilan malzemeler, yontemler ve protokoller asagida detaylandirilmistir.

3.1. Klasik Klonlama Yéntemi ile RFP Geninin Klonlanmasi

3.1.1. pFRU2’ nin Klonlama Islemi i¢in Hazirlanis1

Bu ¢alismada, daha once -80°C’de gliserol stoklarinda muhafaza edilen pFRU2
vektorii kullanildi. Calisma Oncesinde, plazmitin yeniden aktiflestirilmesi amaciyla
uygun sartlar altinda saklandig1 gliserol stoklarindan ¢aligmaya baslandi. Bu amagla, stok
kiiltiir, %20 gliserol iceren -80°C saklama ortamindan cikarilarak buz iizerinde
¢ozdiirtiliip steril calisma kosullarinda LB (Luria-Bertani) agar plaklarina ekildi. Plakalar,
kanamisin (50 pg/mL) igeren se¢ici ortamda, 37°C’de 16-18 saat boyunca inkiibe edilerek
tek kolonilerin biiyiimesi saglandi. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen tek kolonilerden
biri secilip LB sivi besiyeri igerisinde, kanamisin varliginda, 37°C’de 200 rpm hizinda
calkalamali inkiibasyona alind1 (Sekil 3.1.). Inkiibasyonun ardindan kiiltiir, plazmit

izolasyonu igin uygun hale getirildi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3. 2. pFRU2 plazmitini igeren E. coli S17-7 Apir’ in stoktan aktiflestirilmesi

1) Bir giin 6nceden sivi besiyerinde kiiltiire edilmis bakteriden 1,5 ml ependorfa
alind1 ve 5 dk 6500 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklagtirildi.

2) 300 pl Soliisyon | eklenerek pelet resuspe edildi.

3) 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

4) Uzerine 300 pl Soliisyon Il eklendi. Ependorf hizl1 bir sekilde 10 kez ters-diiz
edildi (slispansiyon bu asamada agik ve viskoz bir goriinimdedir).

5) 5 dk buz tizerinde inkiibe edildi.

6) Uzerine 300 pl Soliisyon Il eklendi. Ependorf hizli bir sekilde 10 kez ters-
diiz edildi.
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7) 15 dk buz iizerinde inkiibe edildi.

8) 13000 rpm, +4°C’ de 15 dk santrifiij edildi.

9) Siipernatant dikkatli bir sekilde yeni bir ependorfa alind1 (pelete dokunmamak
Oonemlidir). Bu asamada aktarilan siipernatant hacmi ol¢iildi.

10) Siipernatant hacminin 2 kat1 soguk EtOH eklendi.

11)-20°C’de 10 dk inkiibe edildi.

12) 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi.

13) Pelet 10 dk laminar kabin igerisinde kurutulduktan sonra 50 ul steril suda
¢Oziindiirtilerek -20°C’ de stoklandi.

Sekil 3. 3.Plazmit izolasyon siireci-Created in BioRender

Plazmit izolasyonunun ardindan, DNA'nin safligini, bitiinliigiini ve
konsantrasyonunu degerlendirmek amaciyla kalite kontrol ¢aligmalar1 gergeklestirildi. Bu
kapsamda, izole edilen DNA'nin boyutunu ve biitiinliiglinii analiz etmek i¢in agaroz jel
elektroforezi uygulandi. Saflik ve konsantrasyon olgiimleri ise spektrofotometrik

yontemle (Nanodrop cihazi ile) yapildi.



84

3.1.1.1.Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen plazmit DNA, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi.
Bunun i¢in %1°lik (w/v) agaroz jel hazirlandi. Jelin hazir edilmesi esnasinda 25x20 cm
boyutlarinda jel tanki kullanildi. Jel hazirligi icin 1 g agaroz, 100 ml 1X TAE (Tris-asetat-
EDTA) tamponu (0,04 M Tris, 0,04 M asetat ve 0,001 M EDTA, pH 8) i¢inde ¢oziilerek
mikrodalga firinda eritildi. Elde edilen karisim yaklasik 60°C’ye kadar sogutuldu. Islem
sonunda jel tanka ilave edildi ve sogumaya birakild1. izolatlarm takibini saglamak icin 3
ul Novel Juice (LD001-1000) yiikleme boyasi, 5 pl hacimdeki izolatlar ile karistirildi.
Izolasyon fiiriinlerinin gen fragman boyunu anlamak amaciyla Orneklerden Onceki
kuyucuga Gene Ruler DNA Ladder Mix (SMO0333) yiiklendi. DNA oOrnekleri,
elektroforez tankinin negatif (-) yiikli ucuna yiiklendikten sonra, elektrik akimi
uygulanmasiyla pozitif (+) kutba dogru, konsantrasyon ve molekiil biiyiikliikklerine baglh
olarak hareket etti. Orneklerin bant uzunluklari, referans olarak kullanilan DNA
merdiveni ile karsilastirilarak belirlendi. Jel elektroforezi, 90 V elektrik akimiyla 60
dakika boyunca gergeklestirildi. BlooKTM LED Transilluminator goriintiileme cihazi ile
jeldeki bantlar UV 15181 altinda gériintiilendi.

3.1.1.2. Konsantrasyon Ol¢iimii

Izole edilen plazmit DNA’larin konsantrasyonlarini ve safliklarini belirlemek igin

nanodrop cihazi ile spektrofotometrik dl¢timler yapildi.

1) Bilgisayardaki cihaz programindan dsDNA concentration and purity-320 nm
protokolii secildi.

2) Plate iizerine rnekler iki kontrollii sekilde konuldu. Plate alkolle temizlendi. ilk
2 kuyucuga blank olarak 2 pl ultra saf su konuldu.

3) Alt kuyucuklara da paralel olarak, 2’ser pl plazmit 6rnekleri konuldu.

4) Cihazda okuma gergeklestirildi.
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3.1.1.3. Nrul Restriksiyon Enzimi ile Kesim

Klonlama islemi i¢in pFRU2 vektoriiniin uygun restriksiyon bolgelerinden
kesilmesi gereklidir. Bu amagla vektor, Nrul (Thermo Scientific-er0111) restriksiyon
enzimi kullanilarak kesildi. Enzim protokoliinde kullanilmasi gereken DNA miktarinin
0.1-0.5 pg/mL olarak belirtilmesi iizerine komponentlerin miktar hesaplamalar1 yapildi.
Kesim islemi i¢in kullanilacak komponent miktarlar1 agagidaki tabloda belirtildi (Tablo
3.1). Reaksiyon karisimu, tiretici firmanin 6nerdigi sicaklik ve siire dogrultusunda 37°C’
de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Islem sonunda agaroz jel elektroforezi ve

konsantrasyon 6l¢iimii ile kesim kalitesi kontrol edildi.

Tablo 3. 1. Nrul enzimi kesim komponentleri

icerik Miktar (uL)

10X Tampon O 2
Nrul 1
Plazmit DNA 17

Toplam 20

3.1.1.4. Kesilen plazmit DNA’min Defosforilasyonu

Nrul enzimi ile lineer hale getirilmis vektoriin, ligasyon esnasinda kendi kendine
ligasyonunu Onlemek igin alkaline fosfotaz (Thermo Scientific- EF0654) enzimi
kullanilarak defosforile edildi. Olgiilen konsantrasyon dikkate alinarak, enzim
protokoliinde belirtildigi {izere komponentlerin gerekli hesaplamalar: yapild:. islem igin
kullanilacak komponent miktarlar1 asagidaki tabloda belirtildi (Tablo 3.2.). Reaksiyon
karigimi, tretici firmanin Onerdigi sicaklik ve siire dogrultusunda 37°C’ de 10 dk,

inaktivasyon i¢in de 75°C’de 5 dk olmak iizere 1s1 blogunda inkiibe edildi.
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Tablo 3. 2.Alkaline fosfotaz enzim komponentleri

Icerik Miktar (uL)
10X FastAP™ Tampon 2

FastAP™ Alkaline Fosfotaz 1

Plazmit DNA 1

dH20 16

Toplam 20

3.1.1.5. pFRU2 Plazmit DNA Purifikasyonu

Defosforile edilen plazmit, Thermo Scientific Gen PCR Purification Kit-Gel

Extraction Kit (K0692) ile purifie edildi (Sekil 3.3.). Purifikasyon asamasi kit

prosediiriinde belirtildigi lizere asagidaki gibi gerceklestirildi.

1)

2)

3)

4)

5)

DNA ornegine 1:1 oraninda Baglayict Tampon eklendi. Pipetaj yapilarak
tamamen karistirildi.

Olusan karisimin tamami nazik bir sekilde kolona aktarildi.1 dk 12000 G’de
santrifiij edildi. Tiipte toplanan sivi kisim atildi.

Kolona 700 pl Yikama Tamponu eklendi. 1 dk 12000 G’de santrifiij edildi. Tiipte
toplanan s1vi kisim atildi.

Yikama Tamponunun kalintilarindan tamamen kurtulmak icin 1 dk 12000 G’ de
santrifiij edildi.

Kolon 1,5 ml ‘lik steril ependorfa alindi. Uzerine nazik bir sekilde 50 pl Eliisyon
Tamponu eklendi. 1 dk 12000 G’de santrifiij edildi. Kolon atilip iiriin -20°C’ de
stoklanda.
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Sekil 3. 4. Plazmit purifikasyon siireci-Created in BioRender

3.1.2. RFP Geninin Klonlama islemi i¢cin Hazirlamisi

Klonlama ¢alismalarinda, kullanilacak olan konak¢i E. Coli suslarinin
biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi i¢in Luria-Bertani (LB) besiyeri kullanildi. LB besiyeri,
bakterilerin optimal biiyiimesini saglayan ve genetik ¢aligmalar i¢in siklikla tercih edilen
bir ortamdir. Besiyerinin temel bilesenleri ve hazirlik siireci asagida gorsellestirilmistir
(Sekil 3.4.) Besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. RFP plazmiti
iceren E. coli suslari, -80°C’den ¢ikarildiktan sonra ¢Oziindiiriilerek taze hazirlanmis

antibiyotik igeren kat1 LB plakalarina, bir gece sonrasinda da s1vi LB besiyerine inokiile
edildi (Sekil 3.5.).
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igerik:
Distile su NaCl Maya ekstrakti Pepton Agar

Sekil 3. 6. pSB1C3-BBa_J04450 plazmitini igeren E. coli S17-1 Apir’ in stoktan aktiflestirilmesi

3.1.2.1. pSB1C3-BBa_J04450 Plazmit izolasyonu

Thermo Scientific — GeneJet Plasmit MiniPrep kiti kullanilarak inokiile edilen
kiiltiirden izolasyon yapildi. Ik olarak bakteri toplamasi gerceklestirildi. 1.5 pl’lik
ependorf tiiplere 3 kez bakteri kiiltiirii konularak (set aralarinda 2 dk 8000 rpm de
santrifiij) toplam 4.5 ml kiiltir kullanildi. Prosediir, firmanin o6nerdigi protokol
cercevesinde asagidaki gibi yapildi (Sekil 3.6.).



1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)
9)
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250 pl Yeniden Siispansiyon Soliisyonu (Resuspension Solution) ile hiicre peleti
stispanse edildi. Tamamen siispanse olmasi i¢in vorteks ya da pipetaj uygulandi.
250 pl Lizis Soliisyon (Lysis Solution) eklendi. Soliisyon vizkoz ve hafif agik
berrak hale gelene kadar 4-6 kez ters gevrilerek karistirildi.

350 ul Notralizasyon Soliisyonu (Neutralization Solution) eklendi. 4-6 kez alt {ist
edilerek karistirildi.

Hiicre enkaz1 ve kromozomal DNA’y1 peletlemek amaciyla numuneler, 5 dakika
boyunca 12.000 g’de santrifiij edildi.

Siipernatant spin kolona transfer edildi.

1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken toplanan sivi kisim
dokiildii.

500 pl Yikama Soliisyonu (Wash Solution) eklendi. 30-60 saniye 12000 g’de
santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken toplanan sivi kisim dokiildi.

7. adim tekrar edildi.

Yikama Soliisyonunun kalintilarindan kurtulmak i¢in 1 dk santrifiij edildi.

10) Spin kolon 1.5’luk ependorf tiipe konuldu. Plazmit DNA’nin spin kolon

membranindan elute edilmesi i¢in 50 ul Eliisyon Tamponu (Elution Buffer)
eklendi.

11) 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 2 dk da 12000 g’de santrifiij edildi.
12) Spin kolon atildi ve saflagtirllmig plazmit DNA, ependorf tiipe konularak -

20°C’de depo edildi. Izole edilen plazmit DNA’larin konsantrasyonlar1 ve

safliklar1, agaroz jel elektroforezi ve konsantrasyon dl¢iimii ile kontrol edildi.

Sekil 3. 7. pSB1C3-BBa_J04450 plazmit izolasyon asamalar1
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3.1.2.2. Primer Tasarimi ve Validasyonu

Bu ¢alismada, kirmizi floresan proteini (RFP) kodlayan genin amplifikasyonu,
(PCR) yéntemiyle gergeklestirildi. Izole edilen plazmit, PCR ile ¢ogaltilarak RFP geni
elde edildi ve klonlama oncesi hazirliklara baslandi.

Amplifikasyondan Once primer tasarimi, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) Gen Bankasi'ndan hedef genin dizisini kullanarak
olusturuldu. Bu asamada Primer3 olarak da bilinen primer tasarim programi kullanildi.
Tasarlanan primerler, PCR islemi sirasinda kullanildi. Tasarimi yapilan primerler firmaya

gonderilerek sentezlettirildi. Primerlere ait bilgiler Tablo 3.3’te belirtilmekedir.

Tablo 3. 3.Tasarlanan primerler

Primerin Ad1 Niikleotit Dizisi Tm GC Oram1  Uzunluk
O (%) (b¢)

RFP Sol Primer 5’-ATGGCTTCCTCCGAAGACGT-3" 50.25 60 20

RFP Sag Primer 5’-TTAAGCACCGGTGGAGTGAC-3’ 50.60 58 20

3.1.2.3.RFP Geninin PCR ile Amplifikasyonu

PCR, DNA'nin spesifik bir bolgesinin DNA polimeraz enzimi yardimiyla
cogaltilmasini saglayan bir yontemdir. Bu islem, hizli sicaklik degisiklikleriyle
gerceklestirilen dongiilerden olusur. PCR dongiisii li¢ temel asamadan meydana gelir:

e Denatiirasyon: Kalip DNA zincirlerinin birbirinden ayrildig1 bu asama, 95°C'de
gerceklestirilir.

e Baglanma (Annealing): Kalip DNA'nin ayrilmis zincirlerine, g¢ogaltilmasi
hedeflenen gen bolgesine Ozgii primerler baglanir. Bu asama primerlerin
tasarimina bagli olarak genellikle 50-65°C arasinda gergeklestirilir.

e Uzama (Extension): DNA polimeraz enzimi, baglanan primerleri uzatarak
tamamlayict DNA zincirlerini sentezler. Bu islem 72°C'de yapilir ve zincir uzatma

hedeflenen gen bolgesine bagli olarak farkl siirelerde tamamlanur.

Bu ¢alismada kullanilan PCR reaksiyonu, tiretici firmanin (Thermo Scientific- Pfu
DNA Polimeraz-EP0571) protokoliine uygun olarak hazirlandi. Calismada, izole edilen

genomik DNA kalip olarak kullanildi. Tasarlanan primerlerin etkinligi ve spesifikligi
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dogrulandiktan sonra optimize edilen kosullarda (Tablo 3.4 ve Tablo 3.5) reaksiyon

gerceklestirildi.

Tablo 3. 4.PCR igerigi

icindekiler Hacim (pl)

dH-0 17,5
10X Pfu Tampon MgSOqile 2,5

Primer R (10 pmol/ul) 1
Primer L (10 pmol/pl) 1
Kalip DNA 1
dNTP (10 uM) 1
Pfu DNA Polimeraz 1
Toplam 25

Tablo 3. 5.PCR dongiisii

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayis1
Ik Denatiirasyon 95 3 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye 30

Baglanma 55 30 saniye 30

Sentez 72 1dakika 30

Son Sentez 72 5 dakika 1

3.1.2.4. Amplifiye Edilen RFP Geninin Purifikasyonu

Agaroz jel elektroforezi kullanilarak amplifikasyon iirlinliniin  kalitesi
degerlendirildikten sonra, Thermo Scientific Gen PCR Purification Kit-Gel Extraction
Kit (K0692) ile purifie edildi. Purifikasyon asamasi kit prosediiriinde belirtildigi tizere
asagidaki gibi gergeklestirildi.

1) PCR 6rnegine 1:1 oraninda Baglayici Tampon eklendi. Pipetaj yapilarak tamamen
karisgtirildi.
2) Olusan karisimin tamami nazik bir sekilde kolona aktarildi.1 dk 12000 G’de

santrifiij edildi. Tiipte toplanan s1v1 kisim atildi.
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3) Kolona 700 pl Yikama Tamponu eklendi. 1 dk 12000 G’de santrifiij edildi. Tiipte
toplanan sivi kisim atild.

4) Yikama Tamponunun kalintilarindan tamamen kurtulmak i¢in 1 dk 12000 G’ de
santrifiij edildi.

5) Kolon 1,5 ml ‘lik steril ependorfa alindi. Uzerine nazik bir sekilde 50 ul Eliisyon
Tampon eklendi. 1 dk 12000 G’de santrifiij edildi. Kolon atilip iirlin -20°C’ de
stoklanda.

6) Fosforilleme asamasi oOncesi PCR iriinlerinin konsantrasyon ve safligini

belirlemek i¢in, nanodrop cihazi ile spektrofotometrik 6l¢iim yapildu.

3.1.2.5. Purifie Edilen RFP Geninin Fosforillenmesi

PCR firiinleri, ligasyonda kullanilmak tizere T4 Poliniikleotid kinaz (PNK)
(Thermo Scientific-EP0602) enzimi ile fosforile edildi. Konsantrasyon dikkate alinarak,
enzim protokoliinde belirtildigi iizere komponentlerin gerekli hesaplamalart yapildi.
Islem icin kullanilacak komponent miktarlar1 asagidaki tabloda belirtildi (Tablo 3.6.).
Reaksiyon karigimu, iiretici firmanin onerdigi sicaklik ve siire dogrultusunda 37°C’ de 20

dk, inaktivasyon i¢in de 75°C’de 10 dk olmak {izere 1s1 blogunda inkiibe edildi.

Tablo 3. 6.T4 Poliniikleotid kinaz enzim komponentleri

Icerik Miktar (nL)

10X Tampon A 2
T4 Poliniikleotid kinaz 1
PCR iiriinii (1-20 pmol) 15
ATP (10 pM) 2

Toplam 20
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3.1.2.6. Fosforillenen RFP Geninin Purifikasyonu

Fosforillenen PCR iiriinleri, Thermo Scientific Gen PCR Purification Kit-Gel

Extraction Kit (K0692) ile purifie edildi. Purifikasyon asamasi kit prosediiriinde

belirtildigi lizere asagidaki gibi gerceklestirildi.

1)

2)

3)

4)

5)

PCR iiriiniine 1:1 oraninda Yikama Tamponu eklendi. Pipetaj yapilarak tamamen
karistirildi.

Olusan karisimin tamami nazik bir sekilde kolona aktarildi.1 dk 12000 G’de
santrifiij edildi. Tiipte toplanan sivi kisim atildi.

Kolona 700 pl Yikama Tamponu eklendi. 1 dk 12000 G’de santrifiij edildi. Tiipte
toplanan s1vi kisim atildi.

Yikama Tamponunun kalintilarindan tamamen kurtulmak icin 1 dk 12000 G’ de
santrifiij edildi.

Kolon 1,5 ml ‘lik steril ependorfa alindi. Uzerine nazik bir sekilde 50 pl Eliisyon
Tamponu eklendi. 1 dk 12000 G’de santrifiij edildi. Kolon atilip iiriin -20°C’ de
stoklanda.

3.1.3. Kompetan Hiicre Hazirlama

Calismada konak¢1 bakteri olarak kullanilacak E. coli S17-1 Apir susunun

transformasyon i¢in uygun hale getirilmesi amaciyla, CaCl: kimyasal yontemi uygulanda.

Bu islem ile bakterilerin zar gegirgenligi artirilarak rekombinant plazmitin hiicre igine

alinmasi kolaylastirildi (Sekil 3.5.).

)

2)
3)

4)
5)
6)

100 pl taze besiyerine, bir gece dnceden kiiltive edilmis bakteriden 0,5 ml eklendi
ve nazik bir sekilde karistirildi.

230 rpm, 37°C’de 3 saat boyunca calkalamali inkiibatdrde inkiibe edildi.
Uriinden 10’ar ml 15 ml’lik iki falcona aktarildi. 4000 rpm, +4°C’de 10 dk
santrifiij edildi.

Stipernatant uzaklastirilip her bir pelet 2 ml soguk CaCl» ile ¢ozlindiiriildii.
Coziinen triinler 30 dk buz lizerinde bekletildi.

4000 rpm, +4°C’de 10 dk santrifiij edildi.
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7) Siipernatant uzaklastirilip her bir pelet tekrardan 1,2 ml soguk CaCl: ile
¢Ozlindurildi.
8) Hazir hale gelen kompetan hiicreler, steril 15 ml’lik falkonda birlestirilerek -

80°C’de stoklandi.
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Sekil 3. 8. Kompetan hiicre hazirlama siireci-Created in BioRender
3.1.4. RFP Geninin pFRU2’ye Ligasyonu

Ligasyon islemi oncesinde vektor (pFRU2) ve insert (RFP) oOrneklerinin
konsantrasyon ve safligin1 belirlemek i¢in, nanodrop cihazi ile spektrofotometrik dl¢cim
yapildi. Ligasyon islemi igin hazirlanmis pFRU2 ve RFP, uygun molar oranlarda
karistirilarak ligasyon reaksiyonu gergeklestirildi. Ligasyon islemi i¢in Thermo Scientific
T4 DNA Ligaz (EL0014) kullanildi. Insert ve vektor orani, Ligation Calculator yazilimi
kullanilarak hesapland. islem i¢in kullanilacak komponent miktarlar1 asagidaki tabloda
belirtildi (Tablo 3.7.). Yapilan hesaplamalar sonucunda, kiit u¢lu klonlama i¢in 5:1 orani
kullanilarak optimum ligasyon verimi saglandi. Reaksiyon karisimi, iiretici firmanin
onerdigi sicaklik ve siire dogrultusunda 22°C’ de 1 saat, inaktivasyon i¢in de 65°C’de 10

dk olmak iizere 1s1 blogunda inkiibe edildi.
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Tablo 3. 7.T4 DNA Ligaz enzim komponentleri

Icerik Miktar (uL)
10X T4 Ligaz Tampon 2
%50 PEG 2

Vektor (100 ng/ul) 5
insert (63,31 ng/uL) 0,52

T4 DNA Ligaz 1
dH0 9,5
Toplam 20

3.1.5. Transformasyon

Caligmada CaCly aracili kimyasal transformasyon, E. coli suslarma gen
transferinin genel bir yolu olarak kullanildi. pFRU2 vektoriine klonlanan RFP geni,

asagidaki prosediir kullanilarak uygun konak bakteriye aktarildi (Sekil 3.5.).

1) 2 adet 1,5 ml’lik steril ependorf buz iizerinde sogutuldu. Daha onceden
hazirlanan kompetan hiicreden 100 ul ependorflara alindi.

2) Kompetan hiicre tizerine 10’ar pl ligasyon fiirliniinden eklendi ve nazikge
karistirild.

3) Karisim 30 dk buz {izerinde inkiibe edildi.

4) Ardindan 42°C’de 90 saniye 1s1 soku uygulandi.

5) 5 dk buz iizerinde tekrardan inkiibe edildi.

6) Siire sonunda 900 pl taze besiyeri ependorflar tizerine eklenip nazikge pipetaj
yapildu.

7) Ependorflar parafilm ile sartlip 150 rpm, 37°C’de 1 saat calkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi daha Onceden hazirlanmis olan kanamisin igeren LB
plakalarina, transformasyon {iriinii yayma ekim yontemi ile ekildi. Transformasyon
iriintinden 200 pl plakalar iizerine birakilarak drigalski 6zesi ile yayildi. Hazirlanan

plakalar 37°C’de gece boyu inkiibe edildi.
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Sekil 3. 9. Transformasyon siireci-Created in BioRender

3.1.6. Klon Yo6n Tayini
3.1.6.1. Koloni PCR Analizi (cPCR)

Rekombinantlar1 taramak, dogrulamak veya dogru klonu bulmak i¢in koloni PCR
yapildi. Bunun i¢in 1.5 ml'lik steril bir ependorf tiipe 100 pL steril su konuldu. Agar
plakalar tizerinde ¢ogalan 6 koloni 6ze yardimu ile tiiplere konuldu ve pipetleme ile
¢oziindiiriildii. Koloniler suda ¢6ziindiikten sonra, siispansiyonlar 10 dakika boyunca
95°C'de inkiibe edildi. Daha sonra hiicre kalintilarini uzaklagtirmak i¢in 13000 rpm'de 3
dakika santrifiij yapildi. gDNA’y1 igeren siipernatantlar steril ependorf tiiplere aktarildi.
Hazirlanan ornekler, kalip DNA olarak kullanilarak PCR yapildi. Kullanilan PCR
reaksiyonu, iretici firmanin (Solis Biodyne- 01-01-00500) protokoliine uygun olarak
hazirlandi. PCR komponentleri Tablo 3.8. ve 3.9.’da verildi. PCR iiriiniiniin kalitesi

agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
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Tablo 3. 8. PCR igerigi

icindekiler Hacim (pl)

dH20 17,3
Hot FIREPol 10X Tampon B1 2,5

RFP-L (10 pmol/ul) 1
Kontrol-1R (10 pmol/pul) 1
Kalip DNA 1
dNTP (10 uM) 0,5
MgCl (25 mM) 1,5

Hot FIREPol DNA Polimeraz 0,2

Toplam 25

Tablo 3. 9. PCR dongiisii

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
[k Denatiirasyon 95 12 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye 30

Baglanma 55 30 saniye 30

Sentez 72 1dakika 30

Son Sentez 72 5 dakika 1

3.1.6.2. pFRU2-RFP Plazmit izolasyonu

Klon yo6n tayini yapabilmek i¢in Thermo Scientific — GeneJet Plasmit MiniPrep
kiti kullanilarak, transforme edilen ve uygun kosullarda gogaltilan kiiltiirden izolasyon
yapildi. Ik olarak bakteri toplamas1 gergeklestirildi. 1.5 pl’lik ependorf tiiplere 3 kez
bakteri kiiltiirii konularak (set aralarinda 2 dk, 8000 rpm’de santrifiij) toplam 4.5 ml kiiltiir

kullanildi. Prosediir, firmanin dnerdigi protokol ¢ercevesinde asagidaki gibi yapildi.

1) 250 pl Yeniden Siispansiyon Soliisyonu (Resuspension Solution) ile hiicre peleti
siispanse edildi. Tamamen siispanse olmasi icin vorteks ya da pipetaj uygulanda.

2) 250 pl Lizis Soliisyon (Lysis Solution) eklendi. Soliisyon vizkoz ve hafif agik
berrak hale gelene kadar 4-6 kez ters ¢evrilerek karistirildi.

3) 350 ul Notralizasyon Soliisyonu (Neutralization Solution) eklendi. 4-6 kez ters

cevrilerek karistirildi.
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4) Kromozomal DNA’y1 ve hiicre enkazini peletlemek amaciyla numuneler, 5
dakika boyunca 12.000 g’de santrifiij edildi.

5) Ardindan siipernatant spin kolona transfer edildi.

6) 1 dk 12000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken toplanan sivi kisim
dokiildii.

7) 500 pl Yikama Soliisyonu (Wash Solution) eklendi.30-60 saniye 12000 g’de
santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken toplanan s1vi kisim dokiildii.

8) 7.adim tekrar edildi.

9) Yikama Soliisyonunun kalintilarindan kurtulmak i¢in 1 dk santrifiij edildi.

10) Spin kolon 1.5’luk ependorf tiipe konuldu. Plazmit DNA’nin spin kolon
membranindan elute edilmesi ig¢in 50 pl Eliisyon Tamponu (Elution Buffer)
eklendi.

11) 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 2 dk da 12000 g’de santrifiij edildi.

12) Spin kolon atildi ve saflagtirllmis plazmit DNA, ependorf tiipe konularak -
20°C’de depo edildi.

13)izole edilen plazmit DNA’larm konsantrasyonlar: ve safliklari, agaroz jel

elektroforezi ve nanodrop cihazi ile kontrol edildi.

3.1.6.3. Ncol Restriksiyon Enzimi ile Kesim

Yon tayini amaciyla klonda, Thermo Scientific Ncol (ER0571) restriksiyon
enzimi ile kesim yapildi. Bu islem i¢in Clon Manager programindan en uygun enzim
secildi. Enzim protokoliinde kullanilmas1 gereken DNA miktarinin 0.1-0.5 pg/mL olarak
belirtilmesi lizerine komponentlerin miktar hesaplamalar1 yapildi. Kesim islemi i¢in
kullanilacak komponent miktarlar1 asagidaki tabloda belirtildi (Tablo 3.8.). Reaksiyon
karigimy, tiretici firmanin 6nerdigi sicaklik ve siire dogrultusunda 37°C’ de 3 saat boyunca

inkiibe edildi. Kesim Kalitesi agaroz jel elektroforezi kullanilarak kontrol edildi.
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Tablo 3. 10. Ncol enzimi kesim komponentleri

Icerik Miktar (uL)

10X Tango Tampon 2

Ncol 2
DNA 10
dH20 6
Toplam 20

3.1.6.4. Primer Tasarimi ve Validasyonu

Klon yon tayini i¢in, Clon Manager ile olusturulmus construct {izerinden Primer3
(Primer Design) programi kullanilarak primer tasarimi gerceklestirildi. Daha dnceden
tasarlanmig ve valide edilmis RFP Sol Primer ile kullanilmak tizere Kontrol-1R primeri,
firmaya gonderilerek sentezlettirildi. Tasarlanan bu primere ait bilgiler ve diziler Tablo
3.9’te belirtilmektedir.

Tablo 3. 11. Tasarlanan primer

Primer Ad1  Niikleotit Dizisi Tm GC Oramm  Uzunluk
O () (be)
Kontrol-1R  5’- GACCGGGTCGAATTTGCTTT-3> 59.12 50 20

3.1.6.5. Klon Yén Tayini PCR Analizi

Bu ¢alismada kullanilan PCR reaksiyonu, iiretici firmanin (Solis Biodyne- 01-01-
00500) protokoliine uygun olarak hazirlandi. Calismada, daha 6nceden 4 farkli klondan
izole edilen genomik DNA’lar kalip olarak kullanildi. Tasarlanan primerin etkinligi ve
spesifikligi dogrulandiktan sonra uygun kosullarda (Tablo 3.10. ve Tablo 3.11.) reaksiyon

gerceklestirildi. PCR iiriiniiniin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
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Tablo 3. 12. PCR igerigi

icindekiler Hacim (pl)
dH20 17,3

Hot FIREPol 10X Tampon B1 2,5

RFP-L (10 pmol/ul) 1
Kontrol-1R (10 pmol/pul) 1

Kalip DNA 1

dNTP (10 uM) 0,5

MgCl (25 mM) 1,5

Hot FIREPol DNA Polimeraz 0,2
Toplam 25

Tablo 3. 13. PCR dongiisii

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
[k Denatiirasyon 95 12 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye 30

Baglanma 55 30 saniye 30

Sentez 72 1 dakika 30

Son Sentez 72 5dakika 1

3.1.6.6. Hincll Restriksiyon Enzim Kesimi

Daha onceden 4 farkli klondan izole edilen Orneklerden 3 kez PCR yapildi.
Aranan dogru yoniin hangi klonda oldugunu tam olarak tespit edebilmek amaciyla
Thermo Scientific Hincll (ER0491) restriksiyon enzimi ile de kesim gergeklestirildi.
Kesim islemi dncesinde nanodrop cihazi ile kullanilacak 6rneklerin konsantrasyonlari
6l¢iildii. Enzim protokoliinde kullanilmasi gereken DNA miktarinin 0.1-0.5 pg/mL olarak
belirtilmesi lizerine komponentlerin miktar hesaplamalar1 yapildi. Kesim islemi i¢in
kullanilacak komponent miktarlar1 asagidaki tabloda belirtildi (Tablo 3.12.). Reaksiyon
karigimu, iiretici firmanin 6nerdigi sicaklik ve siire dogrultusunda 37°C’ de 3 saat boyunca

inkiibe edildi. Kesim kalitesi agaroz jel elektroforezi kullanilarak kontrol edildi.
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Tablo 3. 14. Hincll enzimi kesim komponentleri

Icerik Miktar (uL)
10X Tango Tampon 2

Hincll 1

DNA 8

dH.0 9

Toplam 20

Sekil 3. 10. Kesim yapilan 6rneklerin 1s1 blogunda inkiibasyonu

3.1.6.7. izolatlarin PCR Analizi

Yapilan kesim ve PCR islemleri sonrasi iizerinde ¢alismaya devam edilecek iki
klon secildi. Secilen bu iki klondan ayni kosullarda plazmit izolasyonu Yyapildi. 1zole
edilen plazmit DNA’lar kalip olarak kullanilarak RFP-L/R primerleri ile PCR yapildi. Bu
calismada kullanilan PCR reaksiyonu, iiretici firmanimn (Solis Biodyne- 01-01-00500)
protokoliine uygun olarak hazirlandi. Kullanilan PCR komponentleri Tablo 3.13. ve

Tablo 3.14.”de verildi. PCR iriiniiniin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
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Tablo 3. 15.PCR igerigi

icindekiler Hacim (pl)
dH20 17,3

Hot FIREPol 10X Tampon B1 2,5

RFP-L (10 pmol/ul) 1

RFP-R (10 pmol/ul) 1

Kalip DNA 1

dNTP (10 uM) 0,5

MgCl; (25 mM) 1,5

Hot FIREPol DNA Polimeraz 0,2
Toplam 25

Tablo 3. 16. PCR dongiisii

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
[k Denatiirasyon 95 12 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye 30

Baglanma 55 30 saniye 30

Sentez 72 1 dakika 30

Son Sentez 72 5dakika 1

3.1.6.8. Pstl ve Hincll Restriksiyon Enzimleri ile Cift Kesim

Klon y6n tayini i¢in Pstl ve Hincll restriksiyon enzimleri kullanilarak ¢ift kesim
islemi uygulandi. Vektér ve gen iizerinde bulunan enzim tanima bdlgelerine yonelik
yapilan iglemde, klon yon tayini ¢alismalar1 devam etti. Kesim igleminde kullanilacak
komponentlerin miktarlar1 Thermo Scientific “Double Digest Calculator” yazilimi
kullanilarak hesaplandi. Kesim islemi i¢in kullanilacak komponent miktarlar1 asagidaki
tabloda belirtildi (Tablo 3.15.). Reaksiyon karigimu, tiretici firmanin 6nerdigi sicaklik ve
stire dogrultusunda 37°C’ de 16 saat boyunca inkiibe edildi. Kesim kalitesi agaroz jel

elektroforezi kullanilarak kontrol edildi.
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Tablo 3. 17. Pstl ve Hincll enzimi kesim komponentleri

icerik Miktar (nL)
1X Tango Tampon 2

Hincll 1

Pstl 2

DNA 14

dH20 1

Toplam 20

3.1.6.9. Primer Tasarimi ve Validasyonu

Klon y6n tayini i¢in, Clon Manager ile olusturulmus construct tizerinden Primer3
(Primer Design) programi kullanilarak primer tasarimi gerceklestirildi. Primerler, vektor
sekansi kalip alinarak ve RFP genini vektdrden baslayarak cogaltacak sekilde tasarlandi.
Tasarlanan primerler firmaya gonderilerek sentezlettirildi. Tasarlanan bu primerlere ait
bilgiler ve diziler Tablo 3.16.’da belirtilmektedir.

Tablo 3. 18. Tasarlanan primerler

Primer Ad1 Niikleotit Dizisi Tm GC Oram1  Uzunluk
(°C) (%) (bg)

RFP-L-seq 5’-CCTTGATGCTGACGGTCATG-3’ 58.99 55 20

RFP-R-seq 5’-TCCACCGGATCTCACTTAACT-3> 58.18 47 21

3.1.6.10. Kesim Sonrasi PCR Analizi

Bu ¢alismada kullanilan PCR reaksiyonu, iiretici firmanin (Solis Biodyne- 01-01-
00500) protokoliine uygun olarak hazirlandi. Primerlerin validasyonu tamamlandiktan
sonra, daha onceden izole edilen orneklerden PCR yapildi. Tasarlanan primerlerin
etkinligi ve spesifikligi dogrulandiktan sonra, daha dnceden izole edilen DNA 6rnekleri
kalip olarak kullanilarak uygun kosullarda (Tablo 3.17. ve Tablo 3.18.) reaksiyon

gerceklestirildi. PCR iiriiniiniin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
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Tablo 3. 19. PCR igerigi

icindekiler Hacim (pul)

dH20 17,3
Hot FIREPol 10X Tampon B1 2,5

RFP-L-seq (10 pmol/ul) 1
RFP-R-seq (10 pmol/pl) 1
Kalip DNA 1
dNTP (10 uM) 0,5
MgCl (25 mM) 1,5

Hot FIREPol DNA Polimeraz 0,2

Toplam 25

Tablo 3. 20. PCR déngiisii

Diingﬁ ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
Ik Denatiirasyon 95 12 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye 30

Baglanma 55 30 saniye 30

Sentez 72 1 dakika 30

Son Sentez 72 5dakika 1

3.1.6.11. Dizileme Oncesi PCR Analizi

Dizileme islemi 6ncesinde, pFRU2’ ya klonlanan RFP geninin varligindan tekrar
emin olmak i¢cin RFP-L/R primerleri ile PCR islemi gerceklestirildi. Bu g¢aligmada
kullanilan PCR reaksiyonu, iiretici firmanin (Solis Biodyne- 01-01-00500) protokoliine
uygun olarak hazirlandi. Kullanilan PCR komponentleri Tablo 3.19. ve Tablo 3.20. ‘de

verildi. PCR iriiniiniin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
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Tablo 3. 21. PCR igerigi

icindekiler Hacim (pl)
dH20 17,3

Hot FIREPol 10X Tampon B1 2,5

RFP-L (10 pmol/ul) 1

RFP-R (10 pmol/ul) 1

Kalip DNA 1

dNTP (10 uM) 0,5

MgCl; (25 mM) 1,5

Hot FIREPol DNA Polimeraz 0,2
Toplam 25

Tablo 3. 22. PCR dongiisii

Dﬁngﬁ ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
Ilk Denatiirasyon 95 12 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye 30

Baglanma 55 30 saniye 30

Sentez 72 1 dakika 30

Son Sentez 72 5dakika 1

3.1.6.12. RFP Geni Klonlanmis pFRU2’nin Dizi Analizi

Klonlanan genin, varliginin ve yoniiniin kesinlestirilmesi amaciyla, RefGen
Biyoteknoloji firmasina RFP klonlanan plazmit sekanslattirildi. Sekans islemine hazirlik
icin; yedi kez Thermo Scientific — GeneJet Plasmit MiniPrep kiti kullanilarak plazmit
izolasyonu yapildi. Elde edilen 350 pl izolat, Thermo Scientific Gen PCR Purification
Kit-Gel Extraction Kit (K0692) kullanilarak purifie edildi. Agaroz jel elektroforezi ve
nanodrop cihazi kullanilarak purifie edilen {riiniin kalite kontrolii tamamlandi. Sekans

icin hazir hale getirilen iirlin firmaya teslim edildi.

3.2. Gibson Assembly Yontemi ile RFP Geninin Klonlanmasi

Bu c¢aligmada, kirmizi floresan proteini (RFP) kodlayan genin fruktoz ile
indiiklenebilen ekspresyon vektoriine eklenmesi icin bir diger klonlama yontemi olan
Gibson Assembly metodu kullanildi. Bu ydntem, DNA pargalarinin ekzoniikleaz,
polimeraz ve ligaz enzimleri kullanilarak birlestirilmesi esasina dayanir ve hizli, verimli

bir klonlama stratejisi sunar.
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3.2.1. Primer Tasarimi ve Validasyonu

Gibson Assembly klonlama yontemi i¢in, Clon Manager ile olusturulmus insert
construct’1 tizerinden manuel olarak primer tasarimi gergeklestirildi. Tasarlanan primerler
firmaya gonderilerek sentezlettirildi. Tasarlanan bu primerlere ait veriler ve diziler Tablo
3.21.°de belirtilmektedir.

Tablo 3. 23. Tasarlanan primerler

Primer Ad1 Niikleotit Dizisi GC Orani Uzunluk
(%) (b¢)
GibsonRFP-F  5>*TGAATCCATGAGCGATCTGGGGAGGAGTCGA 56 50
TGGCTTCCTCCGAAGACGT-3’
GibsonRFP-R  5’*TACTAGTCAATGGTGATGGTGATGGTGTCGTT 50 50

AAGCACCGGTGGAGTGAC-3’
* pFRU2 vektoriine homolog olacak sekilde tasarlanan diziler

3.2.2. Gibson Assembly Reaksiyonu i¢in RFP Fragmaninin Hazirlanmasi

RFP fragmaninin, vektorle verimli bir sekilde birlesebilmesi i¢in ug¢larinin belirli
bir dizilimle tasarlanmasi gerekmektedir. Bu amagla hedef gen olan RFP, vektorle
homolog bolgeler igerecek sekilde tasarlanmig Gibson primerleri kullanilarak amplifiye
edildi. Izole edilen pSB1C3-BBa_J04450 plazmitinden PCR ile cogaltilan RFP fragmani,
Gibson Assembly igin gerekli olan tamamlayici uglara sahip hale getirilerek vektor ile
uyumlu bir gekilde birlestirilmesine olanak saglandi. Bu g¢alismada kullanilan PCR
reaksiyonu, tretici firmanin (Thermo Scientific- Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase-F-530S) protokoliine uygun olarak hazirlandi. Calismada, daha 6nceden
izolasyonu gergeklestirilen genomik DNA kalip olarak kullanildi. Tasarlanan primerlerin
etkinligi ve spesifikligi dogrulandiktan sonra uygun kosullarda (Tablo 3.20. ve Tablo
3.21.) reaksiyon gergeklestirildi. PCR iiriiniinlin kalitesi agaroz jel elektroforezi ve

nanodrop cihazi ile kontrol edildi.



Tablo 3. 24. PCR igerigi

icindekiler Hacim (pul)
dH.0 13

5X Phusion™ HF Tampon 4
GibsonRFP-F (10 pmol/pul) 1
GibsonRFP-R (10 pmol/ul) 1

Kalip DNA 0,3

dNTP (10 pM) 05

Phusion™ Plus DNA Polimeraz 0,2

Toplam

20

Tablo 3. 25.PCR dongiisii

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayis1
[k Denatiirasyon 98 30 saniye 1
Denatiirasyon 98 10 saniye 30

Baglanma 66 30 saniye 30

Sentez 72 20 saniye 30

Son Sentez 72 10 dakika 1

3.2.3. Gibson Assembly Reaksiyonu i¢in pFRU2 Vektoriiniin Hazirlanmasi

107

Vektor, Gibson reaksiyonunun kurulabilmesi i¢in lineer hale getirildi. Bu amagla,

Nrul (Thermo Scientific-er0111) restriksiyon enzimi kullanilarak vektor kesildi. Enzim

protokoliinde kullanilmas1 gereken DNA miktarinin 0.1-0.5 pg/mL olarak belirtilmesi

lizerine komponentlerin miktar hesaplamalar1 yapildi. Kesim islemi i¢in kullanilacak

komponent miktarlar1 asagidaki tabloda belirtildi (Tablo 3.24.). Reaksiyon karigimi,

iretici firmanin 6nerdigi sicaklik ve siire dogrultusunda 37°C’ de 16 saat boyunca inkiibe

edildi. Kesim kalitesi agaroz jel elektroforezi ve nanodrop kullanilarak kontrol edildi.
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Tablo 3. 26. Nrul enzimi kesim komponentleri

icerik Miktar (uL)

10X Tampon O 2
Nrul 1
Plazmit DNA 17

Toplam 20

3.2.4.Gibson Assembly Reaksiyon

RFP geni, Gibson Assembly reaksiyonu i¢in GibsonRFP-F ve GibsonRFP-R
primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR ile hazir hale getirildi. Vektor olarak
kullanilacak pFRU?2 ise, plazmid izolasyonunun ardindan Nrul enzimi ile lineer hale
getirildi. Hazirlanan iiriinler Thermo Scientific Gen PCR Purification Kit-Gel Extraction
Kit (K0692) ile purifie edildi. Purifikasyonu tamamlanan vektér ve insert’in
konsantrasyonlart nanodrop cihazi kullanilarak 6lgiildii. Olgiilen konsantrasyonlar
dikkate alinarak reaksiyon i¢in gerekli olan komponent miktarlar1 hesaplandi. Reaksiyon
icin kullanilacak komponent miktarlar1 asagidaki tabloda belirtildi (Tablo 3.24.).
Reaksiyon karigimi, iiretici firmanin (NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit-
E5520S) onerdigi sicaklik ve siire dogrultusunda 50°C’ de 15 dakika boyunca inkiibe
edildi (Sekil 3.8.). HiFi DNA Assembly protokolii kapsaminda, deneysel reaksiyonun
dogrulugunu ve verimliligini kontrol etmek amaciyla bir pozitif kontrol reaksiyonu da
gerceklestirildi. Pozitif kontrol, pUC19 vektorii ve kitte bulunan kontrol gen ile
gerceklestirildi. Reaksiyon icin kullanilacak komponent miktarlar1 asagidaki tabloda
belirtildi (Tablo 3.25.). Pozitif kontroliin reaksiyon karisimi, genel reaksiyonla ayni
kosullarda inkiibe edildi.
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Sekil 3. 11. Gibson Assembly reaksiyon asamalari

Tablo 3. 27. Gibson Assembly reaksiyon komponentleri

Icerik Miktar (uL)
dH20 6,3
NEBuilder HiFi DNA 10
Assembly Master Mix

Vektor (pFRU2) 3,3

Insert (RFP) 0,4

Toplam 20

Tablo 3. 28. Gibson Assembly pozitif kontrol reaksiyon komponentleri

I¢erik Miktar (uL)
NEBuilder HiFi DNA 10
Assembly Master Mix

Vektor (pUCI19) 5

Insert 5

Toplam 20

3.2.5. Transformasyon

Gibson Assembly reaksiyonu sonucunda elde edilen rekombinant DNA, E. coli 5-

alpha bakteriyel hiicrelerine 1s1 soku yontemi ile aktarildi. Transformasyon islemi,

asagidaki prosediir kullanilarak gergeklestirildi.

1.

2
3.
4

Kompetan hiicreler buz iizerine ¢ikarildu.

2 uL Gibson reaksiyon {iriinii ile kompetan hiicre pipetaj yapilarak karistirildi.
Karisim 30 dk buz iizerinde inkiibe edildi.

Ardindan karisim, 42°C’de 30 saniye bekletilerek 1s1 soku uygulanda.
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5. Tekrardan 2 dk buz {izerinde inkiibe edildi.

6. Siire sonunda, oda sicakliginda bulunan SOC besiyerinden 950 pL eklenip
nazikge karigtirildi.

7. Karigim, 37°C’de, 250 rpm’de, 60 dk boyunca ¢alkalamali inkiibator kullanilarak
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi daha onceden hazirlanmis olan kanamisin iceren LB
plakalarina, transformasyon iriinii yayma ekim yontemi ile ekildi. Transformasyon
tirtintinden 100 pl plakalar iizerine birakilarak drigalski 6zesi ile itinai bir sekilde yayildi.

Hazirlanan plakalar 37°C’de gece boyu inkiibe edildi.

3.2.6. Klon Yo6n Tayini

3.2.6.1. Klon Y6n Tayini PCR Analizi

Rekombinantlar1 taramak, dogrulamak veya dogru klonu bulmak i¢in koloni PCR
yapildi. Klon y6n tayini yapabilmek i¢in Thermo Scientific — GeneJet Plasmit MiniPrep
kiti kullanilarak, transforme edilen ve uygun kosullarda ¢ogaltilan 4 farkli klondan
plazmit izolasyon yapildi. Kullanilan PCR reaksiyonu, iiretici firmanin (Solis Biodyne-
01-01-00500) protokoliine uygun olarak hazirlandi. PCR komponentleri Tablo 3.26. ve

3.27.’de verildi. PCR iiriiniiniin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.

Tablo 3. 29. PCR igerigi

Icindekiler Hacim (pl)

dH.0 17,3
Hot FIREPol 10X Tampon B1 2,5

RFP-L (10 pmol/ul) 1
Kontrol-1R (10 pmol/ul) 1
Kalip DNA 1
dNTP (10 uM) 0,5
MgCl, (25 mM) 1,5

Hot FIREPol DNA Polimeraz 0,2

Toplam 25




Tablo 3. 30. PCR dongiisii

Dongii sayis1

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman
ik Denatiirasyon 95 12 dakika
Denatiirasyon 95 30 saniye
Baglanma 55 30 saniye
Sentez 72 1 dakika
Son Sentez 72 5 dakika

1
30
30
30
1

3.2.6.2. Pstl ve Hincll Restriksiyon Enzimleri ile Cift Kesim
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Klon yon tayini i¢in Pstl ve Hincll restriksiyon enzimleri kullanilarak ¢ift kesim

islemi uygulandi. Vektér ve gen iizerinde bulunan enzim tanima bdlgelerine yonelik

yapilan islemde, klon yon tayini ¢aligsmalari devam etti. Kesim isleminde kullanilacak

komponentlerin miktarlar1 Thermo Scientific “Double Digest Calculator” yazilimi

kullanilarak hesaplandi. Kesim islemi 6ncesinde nanodrop cihazi ile kullanilacak

orneklerin konsantrasyonlar1 6lgiildii. Islem igin kullanilacak komponent miktarlari

asagidaki tabloda belirtildi (Tablo 3.28.). Reaksiyon karigimi, tiretici firmanin 6nerdigi

sicaklik ve siire dogrultusunda 37°C’ de 5 saat boyunca inkiibe edildi. Kesim Kalitesi

agaroz jel elektroforezi ve nanodrop kullanilarak kontrol edildi. Kesim kalitesi agaroz jel

elektroforezi kullanilarak kontrol edildi.

Tablo 3. 31. Pstl ve Hincll enzimi kesim komponentleri

icerik Miktar (uL)
1X Tango Tampon 2

Hincll 1

Pstl 2

DNA 13

dH:0 2

Toplam 20
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3.2.6.3. RFP Geni Klonlanmis pFRU2’nin Dizi Analizi

Klonlanan genin, varliginin ve yoniiniin kesinlestirilmesi amaciyla, BMLabosis
firmasmma RFP klonlanan plazmit sekanslattirildi. Sekans islemine hazirlik igin; 1
numarali klondan, Thermo Scientific — GeneJet Plasmit MiniPrep kiti kullanilarak
plazmit izolasyonu yapildi. Elde edilen izolat, Thermo Scientific Gen PCR Purification
Kit-Gel Extraction Kit (K0692) kullanilarak purifie edildi. Agaroz jel elektroforezi ve
nanodrop cihazi kullanilarak purifie edilen iiriiniin kalite kontolii tamamlandi. Sekans igin

hazir hale getirilen {iriin firmaya teslim edildi.

3.3. Vektoriin C. sphaeroides’e Konjugasyon ile Aktarilmasi

Bu calismada, E. coli S17.1 Apir ve C. sphaeroides O.U.001 arasinda plazmid

transferini saglamak amaciyla konjugasyon yontemi uygulandi (Sekil 3.10).

Sekil 3. 12. Dondr ve reseptor bakteri arasinda olusan konjugasyon asamalari

1. C. sphaeroides, kanamisin igeren LB sivi besiyerinde 30°C’de; E. coli ise
kanamisin igeren LB sivi besiyerinde 37°C’de gece boyunca calkalamali
inkiibasyona birakild1.

2. Dondr susun kiiltiir optik yogunlugu 0.5, reseptor susun kiiltiir optik yogunlugu
0.5-0.7 olacak sekilde taze kiiltiirler hazirlandi.

3. Kiiltiirlerden 10’ar mL, 6500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler
peletlendi.

4. Siipernatant atild1 ve hiicreler 2,5 mL ’ser steril B&P (Biebl ve Pfennig) besiyeri

ile ¢Oziindiiriildii.
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5. Coziindiiriilen kiiltiirler birlestirilerek 7000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

6. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, pelet 1 ml B&P besiyerinde siispanse edildi.

7. Siispansiyon, daha dnceden hazirlanmis katt B&P besiyerine lizerinde bulunan
0.22 um filtre kagidina spot seklinde birakildi ve 6 saat 30 °C de inkiibe edildi.

8. 6 saat inkiibasyon sonrasi spot, kat1 besiyerinden alinip 1 ml s1tvi B&P besiyerinde
stispanse edildi.

9. Siispansiyondan farkli diliisyonlar hazirlanarak, kanamisin iceren kati B&P
besiyerlerine yayma yontemiyle ekildi.

10. Plakalar 30 °C’ye ayarlanmuis etiivde inkiibasyona birakildi.

48-72 saat inkiibasyon sonrasi biiyiilyen koloniler tek tek segildi. Konjugasyonun
basarili olup olmadigin1 dogrulamak i¢in; plazmit izolasyonu, PCR analizi, RNA

izolasyonu, qPCR analizi, konfakol mikroskop ile goriintiileme deneyleri yapildi.

3.3.1. Konjugantlardan Plazmit izolasyonu ve PCR Analizi

Konjugantlardan secilen kolonilerden, Thermo Scientific — Genelet Plasmit
MiniPrep kiti kullanilarak plazmit izolasyonu yapildi. Konjugasyon isleminin basarili
olup olmadigin1 degerlendirmek amaciyla, konjugasyon sonrasi bakterilerden RFP-L/R
primerleri ile PCR analizi gerceklestirildi. Bu islem, RFP geninin alic1 bakteri genomuna
basarili bir sekilde aktarildigini dogrulamak i¢in yapildi. Bu ¢alismada kullanilan PCR
reaksiyonu, tretici firmanin (Solis Biodyne- 01-01-00500) protokoliine uygun olarak
hazirlandi. Caligmada, izole edilen genomik DNA kalip olarak kullanildi. Reaksiyon
icerigi ve PCR kosullar1 Tablo 3.29. ve 3.30.’de gosterildi. PCR iiriiniiniin kalitesi agaroz
jel elektroforezi ile kontrol edildi.



Tablo 3. 32. PCR igerigi

icindekiler

Hacim (pl)

dH:0

17,3

Hot FIREPol 10X Tampon B1 2,5

RFP-L (10 pmol/ul)
RFP-R (10 pmol/ul)
Kalip DNA

dNTP (10 uM)
MgCl: (25 mM)

1
1
1
0,5
15

Hot FIREPol DNA Polimeraz 0,2

Toplam

25

Tablo 3. 33. PCR dongiisii

Doéngii ismi Sicakhik (°C)  Zaman Dongii sayisi
[Ik Denatiirasyon 95 3 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye 30

Baglanma 55 30 saniye 30

Sentez 72 1 dakika 30

Son Sentez 72 5 dakika 1

3.4. RFP Gen ifade Analizi
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Konjugasyon sonrast RFP geninin yalnizca bakteriye aktarildigimi degil, aym

zamanda ekspresse edilip edilmedigini belirlemek amaciyla RNA izolasyonu ve kantitatif

PCR (qPCR) analizi gerceklestirildi. RNA izolasyonu i¢in, Direct-zol RNA Miniprep
Plus (ZYMO Research-R2071) kiti kullanildi. Konjuge edilen bakterilerden kanamisin

iceren B&P besiyerine ekim yapildi. Olusan kiiltiirden yapilan izolasyon asamalari

asagida verildi.

1. Kiiltiirden 100 mg hiicre peleti elde etmek i¢in 13000 rpm’de, +4°C’de 3 dk

santrifiij yapildi ve olusan siipernatant atildi.

2. Her bir tiipteki pelet, 25 ul hazirlanan lizozim ve TES tamponu karigimi ile

siispanse edildi.

3. Karisim 15 dakika oda sicakliginda bekletildi ve her 5 dakikada bir pipetaj yapildi.

4. Ardindan iizerine 1 mL Tri Reagent eklenerek pipetaj yapildi ve karisim oda

sicakliginda 5 dakika bekletildi.
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5. Siire sonunda 200 pL kloroform eklenip 15 saniye alt {ist ederek karistirildi ve 15
dk oda sicakliginda bekletildi.

6. Ardindan 13000 rpm’de, +4 ‘C’ de 15 dk santrifiij yapildi. RNA igeren
siipernatant yeni bir ependorf tiipe aktarildi.

7. Siipernatanta esit hacimde ethanol (%95-100) eklenip dikkatli bir sekilde
karistirildi. Karisimdan 700 pL, ZYMO-spin IIICG kolonuna aktarild1 ve 13000
rpm’de, +4 °C’ de 4 dk santrifiij yapilip kolonda toplanan sivi atilds.

8. Kolona 400 pL RNA Y ikama Tamponu eklenip 13000 rpm’de, 26°C’de 4 dk
santrifiij yapildi.

9. RNaz icermeyen bir tiipe 5 uL. DNazl (false pozitif sonucu dnlemek igin), 75 pL
DNA Sindirim Tamponu (Digestion Buffer) eklenip karistirildi. Karigim
dogrudan kolon matrixine eklendi. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

10. Kolona 400 pL Directzol-RNA On Yikama Tamponu (PreWash Buffer) eklenip
13000 rpm’de, 26°C’de 4 dk santrifiijlendi. Toplanan sivi kisim atilip bu adim
tekrarlandi.

11. Kolona 700 uL RNA Yikama Tamponu (Wash Buffer) eklenip 13000 rpm’de,
26°C’de 4 dk santrifiijlendi. Daha sonra kolon steril bir ependorf tiipe aktarildi.

12. RNA’y1 elde etmek igin kolon matrixine 50 pL DNaz/RNaz igermeyen Su
(DNaz/RNaz Free Water) eklendi ve 13000 rpm’de, 26°C’de 4 dk santrifiijlendi.

13. Elde edilen RNA -20°C’de stoklandi.

3.4.1. cDNA (Tamamlayict DNA) Sentezi

Gen ekspresyon analizinde kullanilacak cDNA’y1 elde etmek i¢in Jena Bioscience
Script Reverse Transcriptase (PCR-505S) cDNA sentez kiti kullanildi. Konjugantlardan
secilen kolonilerden total RNA izole edilerek konsantrasyonlar 6l¢iildii ve bu RNA’lar
cDNA sentezinde kullanildi. Oncelikle, RNA molekiiliindeki olasi ikincil yapilart agmak
ve primerlerin baglanmasini saglamak amaciyla yapilan konsantrasyon hesaplamalari
sonucunda, her bir cDNA sentez reaksiyonu i¢in 1 pg RNA ile I’er ul RFP-L ve R
primerleri 70°C’de 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi devam eden cCDNA

sentez reaksiyonu komponentleri Tablo 3.31.” de verildi.
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Tablo 3. 34. cDNA sentez komponentleri

icindekiler Hacim (pl)

5X SCRIPT RT Tampon 4

dNTP (10 mM)
DTT
SCRIPT Reverse Transkriptaz

~N R R e

Toplam

RNA o6rnekleri 1s1 blogunda 50°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan, drneklerin enzimatik aktivitesini durdurmak amaciyla 70°C’de 10 dakika daha

inkiibasyona birakildi. Sentezlenen cDNA’lar, sonraki asamalarda kullanilmak {izere -

20°C’de saklandh.

3.4.2. Es Zamanh PCR (qPCR)

Es zamanli PCR, kantitatif sonuclar iireten bir PCR yontemidir. Niikleik asit
amplifikasyonuyla ayni anda artan floresans sinyali 6lgmektedir. Yontemde ¢ift zincirli
DNA'ya baglanarak floresans 1s1ma veren SYBR Green I boyasi kullanilir. Bu agamada
RFP geni icin tasarlanan RFP-R/L primerleri kullanilarak gergek zamanli PCR
gerceklestirildi. Islem i¢in FastStart Essential DNA Green Master (Roshe-06 402 712
001) kiti kullanildi. Kullanilan PCR igerigi ve PCR programi Tablo 3.32.ve Tablo
3.33.”da verildi.

Tablo 3. 35. PCR igerigi

icindekiler Hacim (pl)
dH.0 3
2X Master Mix 10

RFP-R (10 pmol/ul) 1
RFP-L (10 pmol/ul) 1
Kalip DNA 5

Toplam 20




Tablo 3. 36. PCR dongiisii

Dongii ismi

Sicaklik (°C) Zaman

Dongii sayis1

ik Denatiirasyon
Denatiirasyon
Baglanma

Sentez

Son Sentez

90
95
60
72
72

10 dakika
10 saniye
10 saniye
10 saniye
5 dakika

1
30
30
30
1

117
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Klasik Klonlama Yontemi ile RFP Geninin Klonlanmasi

4.1.1. pFRU2 Plazmit izolasyonu

PFRU2 vektoriiniin izolasyonu basariyla gergeklestirildi. Izole edilen plazmid
DNA'smin biitiinliigiinii ve varligini dogrulamak amaciyla agaroz jel elektroforezi
uygulandi. Jel goriintiisii (Sekil 4.1.) incelendiginde, belirlenen molekiiler agirlikta bir
bant gozlemlendi. Bandin yogunlugu ve keskinligi, izolasyon isleminin basarili oldugunu

kanitladi.

M123

—» 5355 bp

Sekil 4. 1. izole edilen pFRU2 agaroz jel goriintiisii (M: SM0333 DNA Marker,1-2-3: pFRU2)

Izole edilen pFRU2 vektériiniin DNA konsantrasyonu ve saflik orani, NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak belirlendi. Ol¢iim sonuglari Tablo 4.1.’de sunuldu. DNA
konsantrasyonu ve A260/A280 orani incelenerek izolasyonun verimliligi olumlu bir

sekilde degerlendirildi.

Tablo 4. 1. izole edilen pFRU2 konsantrasyon sonuglari

Ornek Konsantrasyon (ng/pL) 260/280

1 44,56 1,856
2 56,65 1,896
3 47,63 1,824




119

4.1.2. pFRU2’nin Restriksiyon Enzim Kesimi

PFRU2 vektoriiniin lineer hale getirilmesi amaciyla Nrul restriksiyon enzimi ile
kesim islemi yapildi. Kesim sonrast DNA'nin dogrulugunu ve verimliligini
degerlendirmek igin agaroz jel elektroforezi uygulandi. Jel goriintiisii (Sekil 4.2.)
incelendiginde, kesilmemis pFRUZ2 vektoriiniin siiperkoil formda oldugu, Nrul ile yapilan
kesim sonrasi ise vektoriin lineerize oldugu ve beklenen molekiiler agirliga sahip bir bant
olusturdugu gézlemlendi. Bu sonug, Nrul enziminin vektorii basarili bir sekilde lineer

hale getirdigini gosterdi.

M 123

—p Nrul ile kesilmis pFRU2
Kesilmemis pFRU2

Sekil 4. 2. Nrul ile yapilan kesim sonucu olusan agaroz jel goriintiisii (M: SM0333 DNA Marker,1-3:
Nrul ile kesilmis pFRU2,2: Kesilmemis pFRU2)

4.1.3. pFRUZ2’nin Purifikasyonu

Nrul ile gergeklestirilen kesimin ardindan, DNA saflastirma islemi yapildi.
Saflagtirilan plazmid DNA's1, agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Jel goriintiisti
(Sekil 4.3.) incelendiginde, saflastirilmis DNA'nin yiiksek saflikta oldugu ve beklenen
molekiiler agirlikta, net bir bant olusturdugu goézlemlendi. Bu sonug, DNA saflastirma

isleminin basaril1 bir sekilde gerceklestigini ve kontaminasyon olmadigini dogrulada.
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Sekil 4. 3. Nrul ile kesildikten sonra purifie edilen pFRU2 agaroz jel goriintiisii (M: SM0333 DNA
Marker,1: Purifie edilmis pFRU2)

Purifie edilen pFRU2 vektoriinin DNA konsantrasyonu ve saflik orani,
NanoDrop spektrofotometresi kullanilarak belirlendi. Olgiim sonuglar1 Tablo 4.2.’de
sunuldu. DNA konsantrasyonu ve A260/A280 orani1 incelenerek purifikasyonun

verimliligi olumlu bir sekilde degerlendirildi.

Tablo 4. 2. Purifie edilen pFRU2 konsantrasyon sonuglar1

Ornek Konsantrasyon (ng/uL) 260/280
1 57,68 1,856

4.1.4. pSB1C3-BBa_J04450 Plazmit izolasyonu

RFP geninin bulundugu pSB1C3-BBa_J04450 plazmit izolasyonu basariyla
gerceklestirildi. Izole edilen plazmid DNA'sinin biitiinliigiinii ve varligim dogrulamak
amaciyla agaroz jel elektroforezi uygulandi. Jel goriintiisii (Sekil 4.4.) incelendiginde,
belirlenen molekiiler agirlikta (3139 bp) bir bant gozlemlendi. Bandin yogunlugu ve

keskinligi, izolasyon isleminin basarili oldugunu kanitladi.
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—» 3139 bp

Sekil 4. 4. RFP genini iceren pSB1C3-BBa_J04450 plazmitinin izolasyonu sonucu elde edilen agaroz jel
goriintiisii (M: SM0333 DNA Marker,1-2: pSB1C3-BBa_J04450)

Izole edilen RFP plazmit DNA konsantrasyonu ve saflik orani, NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak belirlendi. Olgiim sonuglar1 Tablo 4.3.’de sunuldu. DNA
konsantrasyonu ve A260/A280 orani incelenerek izolasyonun verimliligi olumlu bir

sekilde degerlendirildi.

Tablo 4. 3. Izole edilen pSB1C3-BBa_J04450 plazmitinin konsantrasyon sonuglar

Ornek Konsantrasyon (ng/uL) 260/280
1 81,54 1,963

2 90,47 1,955

4.1.5. RFP Geninin PCR ile Amplifikasyonu

RFP geninin amplifikasyonu i¢in RFP-R/L primerleri kullanilarak PCR
gerceklestirildi. PCR sonrasi, agaroz jel elektroforezi ile amplifikasyon iiriinleri analiz
edildi. Jel goriintiisii (Sekil 4.5.) incelendiginde, beklenen boyutta bir bant gdzlemlendi
ve bu da RFP geninin basariyla amplifiye edildigini kanitladi. Amplifikasyon bandi,
hedef bolgenin dogru sekilde amplifiye edildigini ve primerlerin hedef bolgeye 6zgiin
oldugunu dogruladi. Bandin yogunlugu ve netligi, PCR reaksiyonunun verimli oldugunu

ve primerlerin dogru ¢alistigini gosterdi.
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M 1 2 3 4 5

Rpp———— . 678 bp

Sekil 4. 5. Amplifiye edilen RFP geninin agaroz jel goriintiisii (M: Sizer™ DNA Marker,1-2-3-4-5: RFP
geni)

4.1.6. RFP Geninin Purifikasyonu

Purifie edilen RFP plazmit DNA konsantrasyonu ve saflik orani, NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak belirlendi. Olgiim sonuglar1 Tablo 4.4.’de sunuldu. DNA
konsantrasyonu ve A260/A280 orani incelenerek purifikasyonun verimliligi olumlu bir

sekilde degerlendirildi.

Tablo 4. 4. Purifie edilen RFP geninin konsantrasyon sonuglari

Ornek Konsantrasyon (ng/uL) 260/280

1 85,96 1,865
2 96,45 1,823
3 83,14 1,924
4 79,16 1,932
5 86,57 1,965

4.1.7. Ligasyon Uriiniiniin E. coli S17-1(4pir)'e Transformasyonu

pFRU2 vektorii ve RFP geninin transformasyonu, CaCl, aracili kimyasal
transformasyon yontemi kullanilarak basariyla gergeklestirildi. E. coli S17-1 Apir
hiicreleri, pFRU2-RFP konstriiksiyonu ile transform edilerek kanamisin i¢eren LB agar
plakasina ekildi. Segici besiyeri sayesinde, sadece kanamisin direngli hiicreler biiyliyiip
koloniler olusturdu. Plakalar (Sekil 4.6.) incelendiginde, bakteriyel koloni olusumu

gozlemlendi ve bu da transformasyonun basarili oldugunu kanitladi.
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Rekombinant
koloniler

Sekil 4. 6. E. coli S17-1 Apir konakg! hiicresine transforme edilmis pFRU2-RFP konstruktiiniin plaka
gorlintuisi

4.1.8. Klon Yon Tayini Koloni PCR Analizi

Klon y6n tayini amaciyla yapilan koloni PCR isleminde, pFRU2-RFP
konstriiksiyonunun dogrulanmasi i¢in PCR yapildi. Agaroz jel elektroforezi ile analiz
edilen PCR iiriinleri (Sekil 4.7.) incelendiginde, beklenen amplifikasyon band1 net olarak
gozlemlenemedi. Ancak, bantlarda bazi zayif ve belirsiz sinyaller tespit edildi. Bu sonug,
klon y6n tayini ¢aligsmalarinin devam edecegini ve daha fazla optimizasyon gerektigini

gosterdi.

—» 1051 bp

Sekil 4. 7. Transformantlardan yapilan koloni PCR agaroz jel goriintiisii (M: SM0333 DNA Marker,4-6:
Tahmini pFRU2-RFP konstriiktii)
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4.1.9. Transformantlardan Yapilan Plazmit izolasyonu

Klon y6n tayini ¢calismalarini desteklemek amaciyla, transformant kolonilerden
plazmid izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen plazmidler, klon dogrulama ve yon tayini
deneylerinde kullanilmak iizere hazirlandi. Izolasyonun basarili olup olmadigin
degerlendirmek i¢in agaroz jel elektroforezi yapilip elde edilen sonuglar Sekil 4.8.’de

gosterildi.

—» 6033 bp

Sekil 4. 8. izole edilen pFRU2-RFP konstriiktiiniin agaroz jel gériintiisii (M: SM0333 DNA Marker, 1:
pPFRU2-RFP konstriiktii)

Izole edilen plazmit DNA konsantrasyonu ve saflik orami, NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak belirlendi. Olgiim sonuglari Tablo 4.5.’de sunuldu. DNA
konsantrasyonu ve A260/A280 orani incelenerek izolasyonun verimliligi olumlu bir

sekilde degerlendirildi.

Tablo 4. 5. izolatlarin konsantrasyon sonuglar1

Ornek Konsantrasyon (ng/uL) 260/280
1 65,91 1,865

4.1.10. Transformantlarin Restriksiyon Enzim Kesimi

Klon yon tayini amaciyla, pFRU2-RFP konstriikksiyonunun dogrulugunu
dogrulamak igin Ncol restriksiyon enzimi ile kesim yapildi. Ancak, agaroz jel
elektroforezi ile analiz edilen kesim tiriinlerinde, beklenen bantlar (1167- 407- 4459 bp)
net bir sekilde gdzlemlenemedi. Sekil 4.9.’de gosterilen jel goriintiisii, kesimin tam olarak
gerceklesmedigini ya da kesimin verimliliginde bir sorun oldugunu isaret etti. Bu durum,
enzimatik kesimin yetersiz olmasinin yani sira, vektorde bulunan Ncol tanima bdlgesinin

mutasyona ugramis veya yapisal olarak bozulmus olabilecegini diistindiirdii.
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Sekil 4. 9. Ncol ile kesilen pFRU2-RFP konstriiktiiniin agaroz jel goriintiisii (M: SM0333 DNA Marker,
1,2: Ornekler)

4.1.11. Klon Yon Tayini PCR Analizi

Klon y6n tayini i¢in, RFP-L ve Kontrol-1R primerleri ile yapilan PCR sonucunda,
beklenen amplifikasyon bandi dogru pozisyonda gozlemlenirken bununla birlikte,
beklenmeyen ikinci bir bant da goriildii. Bu durum, potansiyel bir primer dimeri, non-
spesifik amplifikasyon ya da bagka bir sorun olabilecegini diisiindiirdii. Sekil 4.10.’daki
jel goriintiisiinde, her iki bandin belirginligi, PCR reaksiyonunun c¢alistigin1 ancak

beklenmeyen amplifikasyonlarin dogrulanmasi gerektigini gosterdi.

—» 1051 bp

Sekil 4. 10. Klon yon tayini amaciyla yapilan PCR sonucu olusan agaroz jel gorintiisii (M: SM0333
DNA Marker, 1-2: pFRU2-RFP konstriiktii)
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4.1.12. Transformantlarin Restriksiyon Enzim Kesimi

Klon dogrulama stirecinde, Hincll restriksiyon enzimi ile kesim yapilip elde
edilen triinler agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. (Sekil 4.11.). Jel goriintiisiinde,
klonlanmig vektoriin lineer hale geldigi ve klonlanmamis vektore kiyasla belirgin bir boy
farki gosterdigi gozlemlendi. Bu fark, vektore eklenen RFP geninin varligini destekleyen

onemli bir bulgu olarak degerlendirildi.

M1 2

—, 6033bp
— 5355 bp

Sekil 4. 11. Hincll ile kesilen pFRU2 ve pFRU2-RFP konstriiktiiniin agaroz jel gorintiisii (M: SM0333
DNA Marker,1: Hincll ile kesilen pFRU2, 2: Hincll ile kesilen pFRU2-RFP konstriiktii)

4.1.13. RFP Geninin PCR Analizi

Klon dogrulama siirecinin bir parcast olarak, RFP’nin varligim1 belirlemek
amactyla PCR analizi gergeklestirildi. RFP-L/R primerleri kullanilarak yapilan
amplifikasyon sonucunda, agaroz jel elektroforezinde beklenen biiyiikliikte belirgin bir
bant elde edildi (Sekil 4.11.). Bu sonug, vektor igerisinde RFP geninin bulundugunu

dogrulayan 6nemli bir bulgu olarak degerlendirildi.
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Sekil 4. 12. RFP-L/R primerleri ile ger¢eklestirilen PCR sonucu olusan agaroz jel goriintiisii (M: Sizer™
DNA Marker,1: RFP geni)

4.1.14. Restriksiyon Enzimleri ile Yapilan Cift Kesim

Klon yo6n tayini siirecinde, Pstl ve Hincll enzimleri ile ¢ift kesim islemi uygulandi.
Bu enzimlerden Pstl, vektor tizerinde spesifik bir bolgeyi keserken, Hincll enziminin de
RFP gen dizisi i¢erisinde hedef bolgeyi kesmesi beklendi. Bu deneyde, klonlanan genin
dogru yonde olup olmadigi, kesim sonrasi olusan fragmanlarin agaroz jel elektroforezi
ile analiz edilerek belirlenmesi amaglandi. (Sekil 4.12.). Ancak, analiz edilen kesim
tiriinlerinde, beklenen bantlar (1604- 4429 bp) gozlemlenemedi. Jel goriintiisiinde bant

paternleri incelenerek kesim sonuglarinin degerlendirilmesine devam edildi.

Sekil 4. 13. Pstl ve Hincll enzimleri ile yapilan ¢ift kesim sonucu olusan agaroz jel goriintiisii (M:
SMO0333 DNA Marker,1-2: Ornekler)
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4.1.15. Enzim Kesimi Sonras1 PCR Analizi

Klon dogrulama siirecinde, yeni tasarlanan RFP-L/R-seq primerleri ile PCR
analizi gergeklestirildi (Sekil 4.13.). Ancak, agaroz jel elektroforezinde beklenen bant
dogru yerde gozlemlenemedi (911 bp). Bu durum, vektor iizerinde bulunan olasi
mutasyonlarin primer baglanmasini etkiledigini diisiindiirdii. Elde edilen sonuglar, primer

tasariminin ve hedef bolgenin yeniden degerlendirilmesini gerektirdi.

Sekil 4. 14. RFP-L/R-seq primerleri ile gergeklestirilen PCR sonucu olusan agaroz jel goriintiisii (M:
SM0333 DNA Marker,1: Ornekler)

4.1.16. RFP Geninin Amplifikasyon Analizi

Onceki PCR sonuglarinin degerlendirilmesine devam edebilmek ve elde edilen
verileri dogrulamak amaciyla, RFP-L/R primerleri ile yeniden PCR analizi
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi sonucunda, beklenen biiytikliikte bant elde edildi
ve RFP geninin varlig1 boylelikle dogrulandi (Sekil 4.14.). Bu bulgu, klonlanan vektorde

RFP’nin mevcut oldugunu destekledi.
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—» 678 bp

Sekil 4. 15. RFP-L/R primerleri ile gergeklestirilen PCR sonucu olusan agaroz jel gorintiisii (M: SM0333
DNA Marker,1-2: RFP geni)

4.1.17. RFP Geni Klonlanan pFRU2 Vektoriiniin Dizi Analizi

Caligmada, geleneksel klonlama yontemiyle RFP geninin pFRU2 vektoriine
aktarilmasi hedeflendi. Ancak, yapilan klon yo6n tayini deneylerinde tutarsizliklar
saptandi. Bu durumu agikliga kavusturmak amaciyla rekombinant vektor sekans analizine
tabi tutuldu. Analiz sonucunda, kullanilan pFRU2 vektoriinde mutasyonlar tespit edildi.
Bu mutasyonlarin klonlama siirecini olumsuz yonde etkileyerek basarili bir klon elde
edilmesini engellemis olabilecegi degerlendirildi. Bu nedenle, alternatif bir yaklasim
olarak Gibson Assembly yontemi kullanilarak klonlama islemi tekrar gergeklestirildi.

Elde edilen sekans verileri tez eklerinde sunuldu.

4.2. Gibson Assembly Yontemi ile RFP Geninin Klonlanmasi

4.2.1. RFP Geninin PCR ile Amplifikasyonu

Gibson Assembly yontemiyle klonlama siirecine devam edebilmek icin, oncelikle
RFP geni PCR ile ¢ogaltildi ve elde edilen iiriinlerin dogrulugu cesitli analizlerle
incelendi. Bu asamada, Gibson yontemi i¢in kritik 6neme sahip olan ekleme bolgelerini
iceren 0zel primerler kullanildi. Bu primerler, amplifikasyon sonrasi olusturulan DNA
parcalarinin homolog rekombinasyon yoluyla birlesmesini saglamak amaciyla tasarlandi.
Amplifikasyon islemi tamamlandiktan sonra, elde edilen PCR iirlinleri agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirildi (Sekil 4.15.). Elektroforez sonuglari, DNA’nin dogru

boyutta olup olmadigini ve istenmeyen amplifikasyon iirlinlerinin olusup olusmadigini



130

belirlemek i¢in analiz edildi. Beklenen biiyiikliikte bantlarin gézlemlenmesi, PCR

stirecinin bagarili gectigini ve hedeflenen DNA fragmanlarinin elde edildigini dogruladi.

—p 678 bp

Sekil 4. 16. PCR ile ¢ogaltilan RFP geninin agaroz jel goriintiisii (M: Sizer™ DNA Marker,1: RFP geni)

PCR ile g¢ogaltilan RFP geninin konsantrasyonu ve saflik orani, NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak belirlendi. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.6.’de sunuldu. DNA
konsantrasyonu ve A260/A280 orani incelenerek PCR verimliligi olumlu bir sekilde

degerlendirildi.

Tablo 4. 6. PCR ile amplifiye edilen RFP geninin konsantrasyon sonucu

Ornek Konsantrasyon (ng/pL) 260/280
1 148,23 1,913

4.2.3. pFRU2 Vektoriiniin Restriksiyon Enzim Kesimi

Gibson Assembly yonteminin uygulanabilmesi i¢in, pFRU2 vektorii izole edilerek
saflagtirild1 ve Nrul restriksiyon enzimi ile kesim islemi gerceklestirildi. Kesim sonrasi
elde edilen dirlinler, agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi (Sekil 4.16.). Jel

gorlintiisiinde, vektoriin basarili bir sekilde lineer hale getirildigi gézlemlendi.
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—» 5355 bp

Sekil 4. 17. Nrul ile kesilen pFRU2’ nin agaroz jel gorintiisit (M: SM0333 DNA Marker,1: pFRU2)

Nrul ile kesilen pFRU2 vektoriiniin konsantrasyonu ve saflik orani, NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak belitlendi. Olgiim sonuglar1 Tablo 4.7.’de sunuldu. DNA
konsantrasyonu ve A260/A280 orani incelenerek kesim verimliligi olumlu bir sekilde

degerlendirildi.

Tablo 4. 7. Nrul ile kesilen pFRU2’ nin konsantrasyon sonucu

Ornek Konsantrasyon (ng/uL) 260/280
1 44,20 1,847

4.2.4. Kompetan E. coli 5-alpha’ ya Ligasyon Uriiniiniin Transformasyonu

Gibson Assembly yontemi kullanilarak, Nrul ile lineer hale getirilmis pFRU2
vektorii ve PCR ile ¢ogaltilmis RFP geni, homolog bdlgeler araciligiyla birlestirildi. Bu
asamada, Gibson yontemi i¢in 6zel olarak tasarlanmis primerlerin sagladigi ortiisen
diziler, vektor ve hedef genin dogru sekilde birlesmesini kolaylastirdi. Elde edilen
rekombinant DNA, daha sonra uygun reseptor hiicrelere transforme edildi.
Transformasyon islemi, rekombinant vektoriin hiicre i¢ine alinmasini saglamak amaciyla
dikkatlice optimize edilmis protokollerle gerceklestirildi. Transformasyon sonrasi,
hiicreler kanamisin igeren secici besiyerine yayildir ve uygun inkiibasyon kosullarinda
cogalmaya birakildi. Segici antibiyotik igeren besiyeri, yalnizca rekombinant vektorii
tagtyan hiicrelerin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini saglayarak klonlama siirecinin
basarisinin &n degerlendirilmesinde dnemli bir rol oynadi. Inkiibasyonun sonunda, segici
ortamda basarili koloniler gozlemlendi (Sekil 4.17). Koloni olusumu, transformasyonun

basarili oldugunu ve rekombinant vektoriin hiicreler tarafindan alindigimi giiglii bir
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sekilde destekledi. Kolonilerin dogrulama analizleri ile rekombinant yapinin varliginin

kesinlestirilmesi i¢in ¢alismalara devam edildi.

Sekil 4. 18. Kompetan E. coli 5-alpha’ ya transforme edilmis pFRU2-RFP konstriiktiiniin plaka
goruntisi

4.2.5. Gibson Assembly PCR Analizi

Gibson Assembly sonrast elde edilen transformantlardan, rekombinant vektoriin
dogrulanmasi amaciyla RFP-L ve Kontrol-1R primerleri kullanilarak PCR analizi
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi sonucunda, beklenen biiyiikliikte bantlarin
gozlemlenmesi, RFP geninin bagarili bir sekilde klonlandigini gosterdi (Sekil 4.18.). Bu
sonuglar, rekombinant vektoriin transformant hiicreler igerisinde bulundugunu dogruladi

ve klonlama siirecinin basarili oldugunu destekledi.

M1 2 3 4

—» 1051 bp

Sekil 4. 19. PCR ile ¢ogaltilan pFRU2-RFP konstriiktiiniin agaroz jel goriintiisii (M:SM0333 DNA
Marker, 1-2-3-4: pFRU2-RFP konstriiktii)
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4.2.6. RFP Geni Klonlanan pFRU2 Vektoriiniin Dizi Analizi

Gibson Assembly yontemiyle gerceklestirilen klonlama isleminin basarisini
kesinlestirmek amaciyla, RFP’nin klonlandigi pFRU2 vektorii sekans analizi ile
dogrulandi. PCR amplifikasyonu ve homolog rekombinasyon siirecleri sirasinda baz
degisiklikleri, ekleme veya delesyon gibi istenmeyen mutasyonlar meydana
gelebileceginden, klonlamanin dogru yonde gergeklestigini anlamak ve herhangi bir
mutasyon olup olmadigim belirlemek i¢in sekans analizi kritik bir adim oldu. Sekans
analizi sonucunda, RFP geninin hedeflenen bolgeye dogru yonde ve eksiksiz sekilde
klonlandig1 tespit edildi. Bu sonug, klonlamanin basarili oldugunu giiglii bir sekilde
destekledi. Ayrica, dizileme verilerinde herhangi bir mutasyon veya ¢erceve kaymasi
gozlemlenmedi, bu da klonlanan genin yapisal biitiinliigiinii korudugunu gosterdi. Bu
dogrulama asamasi, sonraki gen ekspresyon calismalari agisindan biiylik 6nem tasir,
¢linkii yanlig yonde klonlanmis veya mutasyon igeren bir gen, protein sentezini olumsuz
etkileyebilirdi. Sonug olarak, Gibson Assembly yontemi ile ger¢eklestirilen klonlamanin
basarili oldugu, sekans analizi ile kesin olarak dogrulanip elde edilen sekans verileri,

analizlerin seffafligin1 saglamak amaciyla tez eklerinde sunuldu.

4.3. Vektoriin C. sphaeroides’e Konjugasyon ile Aktarilmasi

Rekombinant vektoriin alici hiicrelere aktarilmasi amaciyla, dondr sus E. coli
S17-4 pir ile alici sus C. sphaeroides arasinda konjugasyon islemi gergeklestirildi.
Konjugasyon islemi sonrasinda, kanamisin igeren segici besiyerine ekim yapildi ve alict
hiicrelerin antibiyotik varliginda biiyiiyiip bilytimedigi gozlemlendi. Kanamisin direncini
saglayan seleksiyon geni, rekombinant vektor lizerinde yer aldig i¢in yalnizca vektorii
basarili bir sekilde almig hiicrelerin segici ortamda hayatta kalmasi beklendi.
Inkiibasyonun sonunda, segici besiyerinde basarili kolonilerin gelistigi gdzlemlendi
(Sekil 4.19). Bu sonug, rekombinant vektoriin C. sphaeroides hiicrelerine basariyla
aktarildigini ve hiicrelerin antibiyotik se¢iliminde hayatta kalarak rekombinant yapiy1
tasidigin1 giiglii bir sekilde destekledi. Bu asamanin basarili olmasi, rekombinant
bakterinin elde edildigini ve sonraki analizler i¢cin uygun hale getirildigini dogruladi.
Plazmidin alict hiicre icinde stabil olup olmadigin1 ve hedeflenen bolgelere dogru
entegrasyon gosterip gostermedigini belirlemek i¢in plazmid izolasyonu, PCR analizi ve

sekanslama gibi dogrulama c¢alismalarina devam edildi.
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Sekil 4. 20. E. coli 5-alpha ile C. sphaeroides arasinda olugan konjugasyon goriintiisii

4.3.1. Konjugasyon Sonrasi PCR Analizi

Konjugasyon sonrasi elde edilen konjugantlardan, RFP geninin varligim
dogrulamak amaciyla 6nce plazmit izolasyonu, ardindan da RFP-L/ R primerleri ile PCR
analizi gergeklestirildi. Agaroz jel elektroforezi sonucunda, beklenen biiyiikliikkte bant
gozlemlendi ve RFP geninin basarili bir sekilde konjugant hiicrelerde bulundugu
dogrulandi (Sekil 4.20.). Bu sonuglar, konjugasyon isleminden sonra C. sphaeroides
hiicrelerinde RFP geninin varligint kesin olarak ortaya koydu ve klonlama siirecinin

basarili bir sekilde tamamlandigini gosterdi.

M1 2 3 4

—» 678 bp

Sekil 4. 21. PCR ile ¢ogaltilan pFRU2-RFP konstriiktiiniin agaroz jel goriintiisii (M:SM0333 DNA
Marker, 1-2-3-4: RFP geni)

4.4. RFP Gen ifade Analizi

Konjugasyon sonrast elde edilen konjugantlardan RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Taze konjugant hiicrelerinden saf bir sekilde RNA izolasyonu yapilip
elde edilen RNA, sonraki analizler i¢in uygun kalitede hazir hale getirildi. Bu islem, RFP
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gen ekspresyonunu incelemek ve RNA diizeyinde varligin1 dogrulamak ig¢in yapildi.
Izolat saflik ile biitiinliigiin degerlendirilmesi amaciyla agaroz jel elektroforezinde
yuriitiildii (Sekil 4.21). Elektroforez sonucunda, 23S ve 16S rRNA bantlarinin belirgin ve
kesintisiz oldugu goézlemlendi. Bu bantlarin net bir sekilde goriinmesi, RNA’nin

bozulmadan elde edildigini ve yiiksek kalitede oldugunu gosterdi.

—» 23S rRNA
— 16S rRNA

—» 5S rRNA

Sekil 4. 22. Konjugantlardan yapilan total RNA izolasyonu agaroz jel goriintiisii (M: SM0333 DNA
Marker, 1-2: Total RNA)

Izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve saflik orani, NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak belirlendi. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.7.’de sunuldu. RNA
konsantrasyonu ve A260/A280 orani incelenerek izolasyonun verimliligi olumlu bir

sekilde degerlendirildi.

Tablo 4. 8. Konjugantlardan yapilan total RNA izolasyonu konsantrasyon sonuglari

Ornek Konsantrasyon (ng/pL) 260/280

1 61,68 2,025
2 54.78 2,101
3 78,63 2,135
4 85,60 2,014

4.4.1. cDNA Sentezi

Sentezlenen cDNA’larin  konsantrasyonu ve saflik orani, NanoDrop
spektrofotometresi kullanilarak belirlendi. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.7.”de sunuldu. cDNA
konsantrasyonu ve A260/A280 oran1 incelenerek sentezin verimliligi olumlu bir sekilde

degerlendirildi.
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Tablo 4. 9. cDNA konsantrasyon sonuglari

Ornek Konsantrasyon (ng/uL) 260/280

1 1256,96 1,901
2 1486,83 1,897
3 1563,47 1,854
4 1358,25 1,832

4.4.2. gPCR Ekspresyon Grafikleri

gPCR analizi, RFP gen ekspresyonunu degerlendirmek amaciyla gergeklestirildi.
Bu analiz, RFP mRNA seviyelerinin 6l¢iilmesiyle gen ekspresyonunun dogrulanmasini
sagladi. Vektorde bulunan promotorun indiiklenebilmesi amaciyla fruktoz igeren ve
icermeyen Ornek gruplarinda RFP gen ekspresyonu analiz edildi. Her iki grupta da
amplifikasyon egrileri hem fruktoz igeren hem de igcermeyen kosullarda RFP gen
ekspresyonunun gergeklestigini gosterdi. Ancak, iki grup arasinda belirgin bir Ct farki
gozlemlenmedi. Negatif kontrol olarak, RFP genini icermeyen pFRU2 vektorii kullanildi
ve bu kontrolde herhangi bir amplifikasyon sinyali gézlemlenmedi. Bu sonug, elde edilen
sinyallerin non-spesifik amplifikasyondan veya arka plan sinyalinden kaynaklanmadigini
dogruladi.

Amplifikasyon egrileri (Sekil 4.22.), orneklerde RFP gen ekspresyonunun
gerceklestigini 19,89 ile 28,26 arasinda degisen Ct degerleri ile gosterdi. Melting curve
(erime egrisi) analizi (Sekil 4.23.) incelendiginde, tek bir belirgin pik elde edilerek
amplifikasyonun spesifik oldugunu kanitladi. Non-spesifik amplifikasyon veya primer-

dimer olusumu gézlemlenmedi.
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Sekil 4. 24. Dort farkli 6rnekte gergeklestirilen gen ekspresyon analizi sonucu olusan erime egrisi

Gibson Assembly yontemiyle olusturulan rekombinant yapinin konjugasyon
sonrast alic1 hiicrelere basariyla aktarildigi ve RFP geninin mRNA diizeyinde varligi
RNA 1izolasyonu ve qPCR analizleri ile dogrulanmistir. Dort 6rnek {lizerinde yapilan
gPCR analizlerinde, fruktozlu ortamda cogaltilan 6rneklerin Ct degerleri yaklasik 19
iken, fruktozsuz ortamda cogaltilan oOrneklerin Ct degerleri yaklasik 28 olarak
bulunmustur. Bu fark, fruktoz varliinda RFP geninin belirgin sekilde indiiklendigini
gostermektedir. Dolayisiyla, fruktoz promotoriiniin ekspresyonu etkili bir sekilde
tetikledigi ve transkripsiyon seviyesinde gen ifadesini artirdig1 sonucu ¢ikarilmigtir.

Ancak, protein seviyesinde RFP' nin tespit edilememe nedenlerinden biri,
transkripsiyonun gerceklesmesine ragmen translasyonel siire¢lerde yasanan problemler
olabilir. Promotor ve gen arasindaki uyumsuzluk, mRNA sentezinin gergeklesmesine
ragmen protein iretiminin azalmasina veya proteinin kararliliginin diismesine yol
acabilir. Deneysel bulgularda, RFP mRNA'sinin varlifina ragmen proteinin tespit

edilememesi, translasyonel seviyede bir engelin varligini diisiindiirmektedir. Bu durum,
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promotorun, RFP geninin optimal translasyonu i¢in gerekli olan 5' UTR (5' Untranslated
Region) veya diger diizenleyici bolgelerle uyumsuz olmasindan kaynaklanabilmektedir.
Ornegin, tiitiin etch viriisiiniin 5' UTR bolgesinin, farelerde eritropoietini ifade eden
mRNA'ya eklendiginde, farkli memeli hiicre tiplerinde mRNA'nin translasyonunu
artirdigi bildirilmistir (Yilmaz, 2021). Sonug¢ olarak, promotor ve gen arasindaki
uyumsuzluk, RFP proteininin sentezlenememesinin olast bir nedeni olarak
degerlendirilmektedir. Bu hipotezi test etmek icin, promotor bdlgesinin optimizasyonu
veya hedef gene daha uygun bir promotor se¢imi gibi stratejiler izlenebilir. Ayrica,
mRNA'mm 5' UTR bolgesinin optimizasyonu, ribozomlarin mRNA'ya baglanmasini
kolaylagtirarak translasyon etkinligini artirabilir.

Translasyonun gerceklesmemesindeki olast nedenlerden biri, kullanilan
promotorun C. sphaeroides’te yeterince etkin ¢alismamasi iken, diger bir kritik faktor de
RBS dizisinin bu organizmada verimli translasyonu destekleyememesi olabilmektedir.
Promotorun konak hiicrede yeterince etkin c¢alismamasi, mRNA sentez diizeyini
diisiirebilecegi gibi, transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin beklenenden farkli olmasina da
neden olabilir. Promotorun RNA polimeraz tarafindan taninmasindaki farkliliklar, RBS’
nin optimal konumda bulunmamasina yol agarak ribozomun baglanma verimliligini
azaltabilir. Bu durum translasyonun baglamasini engelleyebilir veya ciddi oranda
diistirebilir. Literatiirde, heterolog ekspresyon sistemlerinde promotor ve RBS arasindaki
uyumsuzlugun protein sentezi tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu bildirilmistir (Salis vd.,
2009). Ozellikle, RBS nin konak organizmaya uygun olmamasi veya ikincil RNA
yapilarinin olusumu, ribozom baglanma siirecini olumsuz etkileyerek translasyonu
durdurabilir (Mutalik vd., 2013). Benzer sekilde, yapilan g¢aligmalar promotor-RBS
kombinasyonlarinin organizmaya 6zgii optimize edilmesi gerektigini vurgulamaktadir
(Salis vd., 2009).

Buna ek olarak, RBS'nin hemen sonrasinda yer alan dizilerde, ribozomun
ilerlemesini engelleyebilecek mRNA ikincil yapilarinin bulunmasi translasyon
verimliligini olumsuz etkileyebilir. mRNA iizerinde olusan ‘stem-loop” yapilari,
ribozomun hareketini yavaslatabilir veya tamamen durdurabilir. Bu durum ribozomal
duraklama (stalling) olarak tanimlanmakta olup, sentezin yarim kalmasina ya da ribozom
kompleksinin ¢oziilmesine yol agabilir (Liutkute vd., 2020). Bu tiir yapilarin 6zellikle GC
icerigi yliksek bolgelerde daha sik olustugu bilinmektedir. Bu calismada, RFP
transkriptinde bu tlir yapilarin bulunmasinin olast oldugu ve ribozomal ilerlemeyi

baskilamis olabilecegi diistintilmektedir.
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Bir diger olasi1 sebebin, kodon optimizasyonu eksikliginden kaynaklaniyor
olabilecegi diisiiniilmiistiir. C. sphaeroides’in kendi endojen proteinlerini iiretirken tercih
ettigi kodonlarin, RFP geninin kodon kullanim profili ile uyumlu olup olmadigi
arastiritlmistir. Literatiirde, tRNA havuzunun organizmaya 6zgii oldugu ve nadiren
kullanilan kodonlarin ribozomun duraklamasina neden olabilecegi belirtilmistir (Omay,
2020). Bu ¢alismada, RFP geninin hangi bakteri i¢in optimize edilmis diziyle klonlandig1
bilinmediginden, C. sphaeroides’in translasyon mekanizmasi i¢in ideal bir kodon
dagilimina sahip olup olmadig1 belirsiz olmustur. Hedef organizmanin nadiren kullandig1
kodonlar sik¢a bulunuyorsa, ilgili tRNA’larin diisiik seviyede olmasi nedeniyle ribozom
translasyon sirasinda duraklayabilir ve protein sentezi tamamlanamayabilir.

Ayrica translasyonla eszamanli protein katlanmasi (co-translational folding)
stirecindeki aksakliklar da proteinin dogru bir sekilde katlanamamasina ve fonksiyonel
olamamasina neden olabilir. Floresan proteinler gibi yapisal olarak hassas proteinlerde
bu durum ozellikle 6nemlidir. Yanlis katlanan proteinler, fonksiyonel o6zelliklerini
kaybetmenin Gtesinde, hiicre icinde dengesiz hale gelerek hizlica yikima ugrayabilir. Bu
calismada RFP proteininin translasyon siirecinde dogru katlanamamasi, fonksiyonel
olmayan bir yapiya sahip olmasina ve bu nedenle floresan sinyalinin tespit edilememesine
yol agmis olabilir.

qPCR sonuglart RFP gen ekspresyonunun gerceklestigini gostermesine ragmen,
protein diizeyinde herhangi bir floresan sinyali tespit edilmemistir. Bu durum, proteinin
hi¢ sentezlenmemis olabilecegini disiindiirse de farkli olasiliklar da g6z Oniinde
bulundurulmalidir. RFP proteini sentezlenmis ancak yanlis katlanarak inkliizyon
cisimcikleri seklinde birikmis olabilir. inkliizyon cisimcikleri, genellikle rekombinant
proteinlerin ¢ozlinemez agregatlar1 olarak ortaya ¢ikar ve biyolojik aktiflik gostermezler
(Fatima vd., 2021). Ayrica, protein iiretimi gergeklesmis olsa dahi, hatali katlanma veya
post-translasyonel ~modifikasyon eksiklikleri nedeniyle fonksiyonel bir yap1
kazanamamis olabilir. Dolayistyla, RFP' nin varligina ragmen floresan sinyalinin
gozlemlenememesi, proteinin fonksiyonel olmamasindan kaynaklaniyor olabilecegi
diistinildii.

Bu olasiliklar1 dogrulamak veya ek bilgiler elde etmek amaciyla, protein
varliginin farkli yontemlerle analiz edilmesi gerekmektedir. Calismada kullanilan vektor,
proteinin N-terminalinde His-tag ve SUMO fiizyon bdlgelerini icermektedir. Bu nedenle,
ileriki calismalarda protein ekspresyonunu dogrulamak i¢in His-tag veya SUMO' ya 6zgii

antikorlarla Western blot analizi gerceklestirilebilir. Western blot sonucunda, ilgili
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bantlarin tespit edilmesi halinde RFP proteininin varligi dogrulanabilir. Ayrica, RFP
proteini SUMO etiketi ile sentezlendiginden, bu fiizyon proteini i¢in yapilan analizlerde
de RFP' nin varligi dolayli olarak gézlemlenebilir. Eger protein sentezlenmis ancak
floresan sinyali gdzlemlenmemisse, bu durum proteinin yanlis katlandigin1 veya post-
translasyonel modifikasyonlarin eksik oldugunu gosterebilir. Western blot analizi ile elde
edilecek veriler, proteinin ekspresyon seviyesinin belirlenmesine ve katlanma/islevsellik
durumunun daha iyi anlagilmasina katk1 saglayacaktir.

Sonug olarak, elde edilen veriler transkripsiyonun basarili oldugunu, ancak
translasyon veya translasyon sonrast siireclerde bir engel oldugunu gostermektedir.
Promotor ve RBS uyumsuzlugu, kodon optimizasyonu eksikligi ve protein stabilitesine
yonelik faktorler birlikte ele alindiginda, proteinin sentezlenmemesinin birden fazla
potansiyel nedeni oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Gelecekteki c¢aligmalar, kodon
optimizasyonu yapilmis bir RFP dizisinin kullanilmasi veya nadir kodonlar i¢in ek tRNA
saglayan vektor sistemleriyle deneylerin tekrarlanmasini gerektirebilir. Ayrica, farkl bir
promotor ve RBS kombinasyonu kullanilarak translasyon verimliliginin artirilip

artirllamayacagi degerlendirilebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Bu galigmanin temel amaci, fruktoz ile indiiklenebilen ekspresyon vektoriine
kirmizi floresan protein (RFP) klonlayarak, bu sistemin C. sphaeroides hiicrelerinde
ekspresyonunu gozlemlemek olmustur. Bu hedef dogrultusunda atilan her adimda elde
edilen basarilar, arastirmanin verimliligini ve dogrulugunu kanitlamistir.

[lk olarak, RFP geninin PCR ile ¢ogaltilmasi ve dogrulama asamasinda elde edilen
sonuglar son derece tatmin edici olmustur. Beklenen boyutlarda bantlar agaroz jel
elektroforezinde gbézlemlenmis ve genin dogru sekilde ¢ogaltildigi dogrulanmistir. Bu
adim, klonlama siirecinin temelini olusturan 6nemli bir gelismedir. Ardindan, Gibson
Assembly yontemi ile RFP geninin pFRU2 vektoriine klonlanmasi gergeklestirilmistir.
Bu islemde, Nrul restriksiyon enzimi ile lineer hale getirilmis pFRU2 vektorii ve PCR ile
cogaltilmis RFP geni, basarili bir sekilde birlestirilmistir. Klonlama islemi sonrasinda,
transformasyon gerceklestirilerek bu rekombinant vektorler, uygun C. sphaeroides
hiicrelerine aktarilmistir. Transformasyon ve konjugasyon islemi, genetik materyalin C.
sphaeroides hiicrelerine dogru bir sekilde aktarilmasini saglamis ve basarili kolonilerin
gelismesiyle sonuclanmistir. Bu bulgular, rekombinant vektoriin hiicrelere basarili bir
sekilde aktarildigini ve bu siirecin dogru bir sekilde ilerledigini gostermistir.

Sonrasinda, RNA izolasyonu gerceklestirilerek, hiicre i¢indeki transkripsiyonel
faaliyetler dogrulanmistir. izole edilen RNA'min kalitesi ve safligi, agaroz jel
elektroforezi ile dogrulanmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Elde edilen veriler, RFP
geninin bagarili bir sekilde transkribe oldugunu ve RNA diizeyinde beklentilere uygun
sonuglar elde edildigini ortaya koymustur. Bu bulgu, genin ekspresyonunun ilk
asamasinin dogru isledigini, yani transkripsiyonun basarili oldugunu kesin bir sekilde
gostermektedir.

Ancak, protein seviyesinde RFP' nin tespit edilememesi, bu ¢alismanin 6nemli bir
zorlugu olarak one ¢ikmistir. Proteinin tespit edilememesi, transkripsiyonun basarili
oldugu ancak translasyon veya sonrasindaki siireglerde bazi engellerle karsilasildigini
gostermektedir. Bu durum, daha 6nce tartistigimiz promotor ve RBS uyumsuzlugu,
kodon optimizasyonu eksikligi ve protein stabilitesine yoOnelik sorunlar gibi gesitli
faktorlerden kaynaklanmis olabilmektedir. Ozellikle, C. sphaeroides’in translasyonel

mekanizmasiyla uyumsuz olan nadir kodonlarin sik¢a bulunmasi, ribozomlarin bu
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kodonlarla  karsilasarak  duraklamasina ve dolayisiyla proteinin  sentezinin
tamamlanamamasina yol agmis olabilecegi disiiniilmiistiir. Ayrica, kullanilan promotor
ve RBS dizilerinin C. sphaeroides i¢in uygun olmamasi, bu mikroorganizma ile uyumsuz
bir translasyon verimliligi yaratmis olabilecegi degerlendirilmistir.

Tiim bunlara ek olarak, proteinin hi¢ sentezlenmemis olabilecegi diisiiniilse de
farklt olasiliklarin da gbéz Oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. RFP proteini
sentezlenmis ancak yanlis katlanarak inkliizyon cisimcikleri seklinde birikmis olabilir.
Inkliizyon cisimcikleri, genellikle rekombinant proteinlerin ¢dziinemez agregatlari olarak
ortaya ¢ikar ve biyolojik aktiflik gostermezler. Eger C. sphaeroides’ in endojen saperon
sistemleri RFP’ nin dogru katlanmasini desteklemekte yetersiz kaldiysa, proteinin
¢oziinemez yapilar olusturarak bu cisimciklerde birikmis olmasit muhtemeldir. Ayrica,
protein tUretimi gerceklesmis olsa dahi, hatali katlanma veya post-translasyonel
modifikasyon eksiklikleri nedeniyle fonksiyonel bir yapt kazanamamis olabilir.
Dolayistyla, RFP' nin varligina ragmen floresan sinyalinin gézlemlenememesi, proteinin
fonksiyonel olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Bu sonug, RFP proteininin sentezinde ciddi bir engel olusturmus ve ¢alismanin
tam amacina ulagsmasini engellemistir. Ancak, bu engel ilerleyen ¢alismalarda kodon
optimizasyonu yapilmis bir RFP dizisi kullanilarak asilabilecek 6nemli bir gelismedir. C.
sphaeroides’e 6zgii tRNA havuzunun goz 6niinde bulundurulmasi, tRNA seviyelerinin
arttirtlmas1 veya uygun promotor ve RBS dizilerinin se¢ilmesi, gelecekte proteinin
basartyla ekspresyonunu saglamak i¢in kritik adimlar olacaktir.

Ozetle, elde edilen veriler, RFP geninin basarili bir sekilde transkribe oldugunu,
ancak translasyon veya translasyon sonrasi engeller nedeniyle proteinin
sentezlenemedigini agik¢a ortaya koymaktadir. Bu bulgular, gelecekteki ¢aligmalar i¢in
onemli ipuclart sunmakta olup kodon optimizasyonu, uygun promotor ve RBS
kombinasyonlar1 gibi faktorlerin dikkatle ele alinmasi gerektigini gostermektedir. Bu
calisma, proteinin ekspresyonu i¢in daha uygun kosullar olusturulmasi gerektigini
vurgulamaktadir ve ilerleyen aragtirmalar, bu engellerin iistesinden gelmeye yonelik

stratejiler gelistirebilir.
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5.2. Oneriler

C. sphaeroides i¢in kodon optimizasyonu yapilmis bir RFP dizisi kullanilarak gen
ekspresyonu saglanabilir ve translasyon verimliligi artirilabilir.

Farkli promotor ve ribozomal baglanma bdlgesi (RBS) kombinasyonlari
kullanilarak, translasyon verimliligi artirilabilir.

C. sphaeroides’in yabanci proteinlerin katlanmasina ve stabilitesine etkisi daha
ayrintili bir sekilde arastirilip saperon proteinleri veya uygun katlanma
yardimcilar1 kullanilarak protein stabilitesi artirilabilir.

Fruktozun ekspresyon iizerinde etkisini daha detayli incelemek igin, farkl fruktoz
konsantrasyonlar1 ve zaman dilimleri ile yapilan deneyler tekrar edilebilir. Bu,
fruktozun ekspresyonu daha etkin bir sekilde indiikleyip indiiklemedigini
netlestirmeye yardimeci olabilir.

Proteinin sentezi yalnizca RNA diizeyinde degil, protein diizeyinde de daha
ayrintili bir sekilde analiz edilebilir. Bu amagla, Western blot gibi yontemlerle
His-tag ve SUMO etiket peptitlerine 6zgii antikorlar kullanilarak proteinin varligi
dogrulanabilir.

C. sphaeroides disinda baska bakteri suslarinda da benzer calismalara devam
edilerek, farkli sistemlerde basarili bir ekspresyon saglanip saglanamayacagi

degerlendirilebilir.
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EKLER

EK-1. Geleneksel Klonlama Sonrasi Sekans Analizi

5’GCAAGGCCGAAGGCCGCGCAGTCGATCAACAAGCCCCGGAGGGGCCACT
TTTTGCCGGAGGGGGAGCCGCGCCGAAGGCGTGGGGGAACCCCGCAGGGEG
TGCCCTTCTTTGGGCACCAAAGAACTAGATATAGGGCGAAATGCGAAAGAC
TTAAAAATCAACAACTTAAAAAAGGGGGGTACGCAACAGCTCATTGCGGCA
CCCCCCGCAATAGCTCATTGCGTAGGTTAAAGAAAATCTGTAATTGACTGCC
ACTTTTACGCAACGCATAATTGTTGTCGCGCTGCCGAAAAGTTGCAGCTGAT
TGCGCATGGTGCCGCAACCGTGCGGCACCCCTACCGCATGGAGATAAGCAT
GGCCACGCAGTCCAGAGAAATCGGCATTCAAGCCAAGAACAAGCCCGGTCA
CTGGGTGCAAACGGAACGCAAAGCGCATGAGGCGTGGGCCGGGCTTATTGC
GAGGAAACCCACGGCGGCAATGCTGCTGCATCACCTCGTGGCGCAGATGGG
CCACCAGAACGCCGTGGTGGTCAGCCAGAAGACACTTTCCAAGCTCATCGG
ACGTTCTTTGCGGACGGTCCAATACGCAGTCAAGGACTTGGTGGCCGAGCG
CTGGATCTCCGTCGTGAAGCTCAACGGCCCCGGCACCGTGTCGGCCTACGTG
GTCAATGACCGCGTGGCGTGGGGCCAGCCCCGCGACCAGTTGCGLCCTGTCG
GTGTTCAGTGCCGCCGTGGTGGTTGATCACGACGACCAGGACGAATCGCTG
TTGGGGCATGGCGACCTGCGCCGCATCCCGACCCTGTATCCGGGCGAGCAG
CAACTACCGACCGGCCCCGGCGAGGAGCCGCCCAGCCAGCCCGGCATTCCG
GGCATGGAACCAGACCTGCCAGCCTTGACCGAAACGGAGGAATGGGAACG
GCGCGGGCAGCAGCGCCTGCCGATGCCCGATGAGCCGTGTTTTCTGGACGA
TGGCGAGCCGTTGGAGCCGCCGACACGGGTCACGCTGCCGCGCCGGTAGCA
CTTGGGTTGCGCAGCAACCCGTAAGTGCGCTGTTCCAGACTATCGGCTGTAG
CCGCCTCGCCGCCCTATACCTTGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCA
TGGAGCCGGGCCACCTCGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAACG
GATTCACCGTTTTTATCAGGCTCTGGGAGGCAGAATAAATGATCATATCGTC
AATTATTACCTCCACGGGGAGAGCCTGAGCAAACTGGCCTCAGGCATTTGA
GAAGCACACGGTCACACTGCTTCCGGTAGTCAATAAACCGGTAAACCAGCA
ATAGACATAAGCGGCTATTTAACGACCCTGCCCTGAACCGACGACCGGGTC
GAATTTGCTTTCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCACTTATTCAGGC
GTAGCAACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTAAAAAAATTACGC
CCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGAT
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TTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATGATCCGATGGTGATTGATT
GAGCAAGCTTTATGCTTGTAAACCGTTTTGTGAAAAAATTTTTAAAATAAAA
AAGGGGACCTCTAGGGTCCCCAATTAATTAGTAATATAATCTATTAAAGGTC
ATTCAAAAGGTCATCCACCGGATCTCACTTAACTACTAGTCAATGGTGATGG
TGATGGTGTCGCGACTCCTCCCCAGATCGCTCATGGATTCACCTTACCGAAT
TGTGGAAACGTTTCCACTTGATTTTTCGCTGAGATGACCTTTTCGGCCGCCG
CTCGGGATCTTCTTGCCTTGGGAACGCCCGCGCGTCATTCTCGGCGCCGATC
CAAGTGGAAACGATTGCGCATGACCGTCAGCATCAAGGATGTCGCCCGTGC
GGCGGGCGTTGCGCCCTCCACCGTTTCGCGGGCGCTGGGAAAGGGGCCCGT
CAGCGCGGAAGTGCGGACACTGGTCGAGGCAGCGGTGGCCGCGACGGGAT
ACCGGCCCAACCTCTCGGCCCGCCGGCTGCGCTCGCAGGCTCCGACCACCG
TGGGTCTGGTGCTGGCCGACATCCGCAACCCGTTCTTCACGCGCCTGAGCTT
TGGCGTCGAGGATGCAGCCTACCGCGCGGGCCTCCGGGTCTTTCTCTGCAAC
ACCGACGAGGACCCGGCGCGCGAGGCGATGCATCTCGAGATGATGGCGGG
CGAACGGGTGAGCGGGCTGATCCTTGCCCCCACCCGCCAGTTGCAGCCCGA
GGCTCTGAAACGGCTCAGGATGCCGGTGGTGCTGGTGGATCGCGTCCCGGA
AGGCGCCGGCTGCGATGCCGTCACGCTGGACAACGAGGGGGCGATGCGGG
CGCTCGTCGATCATGTGGTGGCGGGCGGGCGGCGGCGGATCTCGGGCCTCT
TCGGGGCGAACAGCTTCACCGGCGAGGCGCGGAATCTAGATTTGCCCATGG
GGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAG
CCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAAGGCGGCG
GTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTT
CGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGG
CGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGG
TCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTA
TGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAG
AAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGG
TCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACA
GTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGAC
AAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGG
TGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCA
TCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGA
TCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGA
CAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATA
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GCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTT
GACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCAT
CAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCAC
CCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAA
CGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCTTGATCCCCTGCGCCATCAGATCC
TTGGCGGCAAGAAAGCCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTACC
AGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTTGCTGTCCATAAAACCGC
CCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGCAAGCTACCTGCTTTCTCTTT
GCGCTTGCGTTTTCCCTTGTCCAGATAGCCCAGTAGCTGACATTCATCCCAG
GTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGCCCGCGTTCCTGCTGGCGCTGGGCC
TGTTTCTGGCGCTGGACTTCCCGCTGTTCCGTCAGCAGCTTTTCGCCCACGG
CCTTGATGATCGCGGCGGCCTTGGCCTGCATATCCCGATTCAACGGCCCCAG
GGCGTCCAGAACGGGCTTCAGGCGCTCCCGAAGGTCTCGGGCCGTCTCTTG
GGCTTGATCGGCCTTCTTGCGCATCTCACGCGCTCCTGCGGCGGCCTGTAGG
GCAGGCTCATACCCCTGCCGAACCGCTTTTGTCAGCCGGTCGGCCACGGCTT
CCGGCGTCTCAACGCGCTTTGAGATTCCCAGCTTTTCGGCCAATCCCTGCGG
TGCATAGGCGCGTGGCTCGACCGCTTGCGGGCTGATGGTGACGTGGCCCAC
TGGTGGCCGCTCCAGGGCCTCGTAGAACGCCTGAATGCGCGTGTGACGTGC
CTTGCTGCCCTCGATGCCCCGTTGCAGCCCTAGATCGGCCACAGCGGCCGCA
AACGTGGTCTGGTCGCGGGTCATCTGCGCTTTGTTGCCGATGAACTCCTTGG
CCGACAGCCTGCCGTCCTGCGTCAGCGGCACCACGAACGCGGTCATGTGCG
GGCTGGTTTCGTCACGGTGGATGCTGGCCGTCACGATGCGATCCGCCCCGTA
CTTGTCCGCCAGCCACTTGTGCGCCTTCTCGAAGAACGCCGCCTGCTGTTCT
TGGCTGGCCGACTTCCACCATTCCGGGCTGGCCGTCATGACGTACTCGACCG
CCAACACAGCGTCCTTGCGCCGCTTCTCTGGCAGCAACTCGCGCAGTCGGCC
CATCGCTTCATCGGTGCTGCTGGCCGCCCAGTGCTCGTTCTCTGGCGTCCTG
CTGGCGTCAGCGTTGGGCGTCTCGCGCTCGCGGTAGGCGTGCTTGAGACTG
GCCGCCACGTTGCCCATTTTCGCCAGCTTCTTGCATCGCATGATCGCGTATG
CCGCCATGCCTGCCCCTCCCTTTTGGTGTCCAACCGGCTCGACGGGGGCAGC
GCAAGGCGGTGCCTCCGGCGGGCCACTCAATGCTTGAGTATACTCACTAGA
CTTTGCTTCGCAAAGTCGTGACCGCCTACGGCGGCTGCGGCGCCCTACGGGC
TTGCTCTCCGGGCTTCGCCCTGCGCGGTCGCTGCGCTCCCTTGCCAGCCCGT
GGATATGTGGACGATGGCCGCGAGCGGCCACCGGCTGGCTCGCTTCGCTCG
GCCCGTGGACAACCCTGCTGGACAAGCTGATGGACAGGCTGCGCCTGCCCA
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CGAGCTTGACCACAGGGATTGCCCACCGGCTACCCAGCCTTCGACCACATA
CCCACCGGCTCCAACTGCGCGGCCTGCGGCCTTGCCCCATCAATTTTTTTAA
TTTTCTCTGGGGAAAAGCCTCCGGCCTGCGGCCTGCGCGCTTCGCTTGCCGG
TTGGACACCAAGTGGAAGGCGGGTCAAGGCTCGCGCAGCGACCGCGCAGC
GGCTTGGCCTTGACGCGCCTGGAACGACCCAAGCCTATGCGAGTGGGGGCA
GTCGAAGGGCGAAGCCCGCCCGCCTGCCCCCCGAGCCTCACGGCGGCGAGT
GCGGGGGTTCCAAGGGGGCAGCGCCACCTTGGGCAAGGCCGAAGGLCCGCG
CAGTCGATCAACAAGCCCCGGAGGGGCCACTTTTTGCCGGAGGGGGAGCCG
CGCCGAAGGCGTGGGGGAACCCCGCAGGGGTGCCCTTCTTTGGGCACCAAA
GAACTAG
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EK-2.1 Gibson Assembly Ydntemi Sonrasi Sekans Analizi

5’GAAANGGGAATTCCTTGGANTCGGCGCCGAGAATGACGCGCGGGCGTTCC
CAAGGCAAGAAGATCCCGAGCGGCGGCCGAAAAGGTCATCTCAGCGAAAA
ATCAAGTGGAAACGTTTCCACAATTCGGTAAGGTGAATCCATGAGCGATCT
GGGGAGGAGTCGATGGCTTCCTCCGAAGACGTTATCAAAGAGTTCATGCGT
TTCAAAGTTCGTATGGAAGGTTCCGTTAACGGTCACGAGTTCGAAATCGAA
GGTGAAGGTGAAGGTCGTCCGTACGAAGGTACCCAGACCGCTAAACTGAAA
GTTACCAAAGGTGGTCCGCTGCCGTTCGCTTGGGACATCCTGTCCCCGCAGT
TCCAGTACGGTTCCAAAGCTTACGTTAAACACCCGGCTGACATCCCGGACTA
CCTGAAACTGTCCTTCCCGGAAGGTTTCAAATGGGAACGTGTTATGAACTTC
GAAGACGGTGGTGTTGTTACCGTTACCCAGGACTCCTCCCTGCAAGACGGT
GAGTTCATCTACAAAGTTAAACTGCGTGGTACCAACTTCCCGTCCGACGGTC
CGGTTATGCAGAAAAAAACCATIAGCTTCCACCGAACGTATGTACCCGGAAG
ACGGTGCTCTGAAAGGTGAAATCAAAATGCGTCTGAAACTGAAAGACGGTG
GTCACTACGACGCTGAAGTTAAAACCACCTACATGGCTAAAAAACCGGTTC
AGCTGCCGGGTGCTTACAAAACCGACATCAAACTGGACATCACCTCCCACA
ACGAAGACTACACCATCGTTGAACAGTACGAACGTGCTGAAGGTCGTCACT
CCACCGGTGCTTAACGACACCATCACCATCACCATTGACTAGTAGTTAAGTG
AGATCCGGTGGATGACCTTTTGAATGACCTTTAATAGATTATATTACTAATT
AATTGGGGACCCTAGAGGTCCCCTTTTTTATTTTAAAAATTTTTTCACAAAA
CGGTTTACAAGCATAAAGCTTGCTCAATCAATCACCATCGGATCATTTTGTT
AAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCATTAGGCC
GTACTGCGATGAATGGCAGGGCGGGGCGTAATTTTTTTAAGGGAGTTATTG
GTGCCC¥
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EK-2.2. Gibson Assembly Yontemi Sonrast Sekans Analizi

5’ACCGGTGGAGTGACGACCTTCAGCACGTTCGTACTGTTCAACGACCCTGTT
TAGTTCGTTGTGGGAGGTGATGTCCAGTTTGATGTCGGCTTTGTAAGCACCC
GGCAGCTGAACCGGTTTTTTAGCCATGTAGGTGGTTTTAACTTCAGCGTCGT
AGTGACCACCGTCTTTCAGTTTCAGACGCATTTTGATTTCACCTTTCAGAGC
ACCGTCTTCCGGGTACATACGTTCGGTGGAAGCTTCCCAACCCATGGTTTTT
TTCTGCATAACCGGACCGTCGGACGGGAAGTTGGTACCACGCAGTTTAACTT
TGTAGATGAACTCACCGTCTTGCAGGGAGGAGTCCTGGGTAACGGTAACAA
CACCACCGTCTTCGAAGTTCATAACACGTTCCCATTTGAAACCTTCCGGGAA
GGACAGTTTCAGGTAGTCCGGGATGTCAGCCGGGTGTTTAACGTAAGCTTTG
GAACCGTACTGGAACTGCGGGGACAGGATGTCCCAAGCGAACGGCAGCGG
ACCACCTTTGGTAACTTTCAGTTTAGCGGTCTGGGTACCTTCGTACGGACGA
CCTTCACCTTCACCTTCGATTTCGAACTCGTGACCGTTAACGGAACCTTCCA
TACGAACTTTGAAACGCATGAACTCTTTGATAACGTCTTCGGAGGAAGCCAT
CGACTCCTCCCCAGATCGCTCATGGATTCACCTTACCGAATTGTGGAAACGT
TTCCACTTGATTTTTCGCTGAGATGACCTTTTCGGCCGCCGCTCGGGATCTTC
TTGCCTTGGGAACGCCCGCGCGTCATTCTCGGCGCCGATCCAAGTGGAAAC
GATTGCGCATGACCGTCAGCATCAAGGATGTCGCCCGTGCGGCGGGCGTTG
CGCCCTCCACCGTTTCGCGGGCGCTGGGAAAGGGGCCCGTCAGCGCGGAAG
TGCGGACACTGGTCGAGGCAGCGGTGGC3?



