HAFTA IX

Recombinant Protein Uretimi

Bakteri Kultirindn Rekombinant
Protein Ifadesi Icin Indiklenmesi



Rekombinant Protein Uretimi

 Rekombinant proteinlerin mikrobiyal sistemler icinde
uretilmesi biyokimyanin devrimi niteligindedir. Saflastirilmis
proteine ihtiyaci olan her arastirmacinin aklina ilk olarak bu
proteinin rekombinant formunu nasil elde edebilecegi
sorusu gelir. llgili proteinin fazla miktarda ifade edip
saflastirabilme yetenegi bu proteinin biyokimyasal olarak
karakterize edebilme imkani sunar. Endustriyel sireclerde
kullanimi ve ticari trtnlerin gelisimine de ek olarak olanak

saglar.
* Teorik olarak protein GUretme basamaklari oldukca acik
anlasihirdir: ilgili gen alinir, ilgili ekspresyon vektorine

aktarilir, secilen konakciya aktarilir, konakgi indiklenir ve
protein saflastirma ve karakterizasyon icin hazirdir.

* Ancak pratikte dizinelerce basamak yanlis gidebilir.



Hangi Organizma Kullaniimalidir?

Protein Gretimi stirecinde hangi organizmanin secilecegi geri kalan
tum surecin nasil baslayip devam edecegini belirler.
Mikroorganizmalar arasinda bakteriler, mayalar, filamentli
mantarlar ve tekhucreli algler konak olarak secilebilir. Hepsinin
kendi icerisinde gucli ve zayif kaldiklari noktalar vardir ve ilgili
proteine bagli olarak kullanilacak konak¢i mikroorganizma
secilmelidir. Ornegin 6karyotik post-translasyonel modifikasyonlara
ihtiyac duyulacaksa, prokaryotik ekspresyon sistemleri
secilmemelidir.

Konakcl organizma olarak E.coli kullaniminin ¢ok sayida avantaiji
vardir. Optimal cevre kosullari ve glikoz-tuz iceren besiyerinde,
E.coli doubling time yaklasik 20 dakikadir ki bu 1/100 oraninda
satlre starter kultirden inokule kiltirin birkag saat icinde duragan
faza gececegi anlamini tasir. Ancak rekombinant protein Uretiminin
mikroorganizma icin metabolik bir yuk olacagi unutulmamalidir.



Hangi Plazmid Secilmelidir?

 GuUnumuzde kullanilan cogu ekpsresyon plazmidleri,
replikonlar, promotirlar, secici markirlar, multiple
klonlama bolgelerinin coklu kombinasyonlarindan
olusmaktadir. Bu sebepli cok fazla alternatifi olan
ekspresyon vektoru secme yolunda yeni arastirmacilar
kolaylikla yollarini kaybedebilirler. Bilgiye dayali bir
secim yapabilmek icin tim 6zellikler ihtiyaca gore
dikkatlice incelenmelidir.

* Plazmid icermeyen bos hicreleri ortamdan elimine
edebilmek icin plazmid backbonenuna diren¢ markiri
eklenmelidir. E.coli de bu amacla genellikle antibiyotik
direnc genleri kullanilmaktadir.



Ekspresyon Vektor Anatomisi
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Protein ifadesi icin Bakterinin
Indiklenmesi

* Bakteriler iki temel metoddan biri ile
induklenebilir. Hizli induksiyon tim
proteinlerin Gretimi icin calismaz ve optimum
verimin altinda bir verimle calisir. Yavas
indUksiyon bazi proteinlerin ¢6zinmesini
tetikleyebilir. Uretilecek protein icin en iyi
metod uretilecek proteine ve uygulamaya
bagli olarak secilip optimize edilmelidir.



IPTG Induksiyon Teorisi

Isopropyl B-D-1thiogalactopyranoside (IPTG/ lad-y) molekiiler
bioloji ajanidir. Bu bilesik allolaktoz’u molekiler olarak taklit eder.
Allolaktoz bir laktoz metabolitidir ve lac operonu lzerinden
transkripsiyonu tetikler ve bu sebeple E.coli protein ekspresyonunu
indukler.

Allolaktoz gibi IPTG lac repressorlerine baglanir ve tetramerik
repressort lac operatorti tizerinden allosterik olarak uzaklastirir.
Tetramerik represor uzaklastiginda lac operonu aktiflesir ve gen
transkripsiyonu baslar. IPTG kullaniminda allolaktozun aksine, sulftir
atomlari hiicreler tarafindan hidrolize edilemeyen kimyasal baglar
olustururlar. Bu sayede hiicre indiikleyici ajani yani IPTG yi
metabolize edemez ve parcalayamaz. Bu yiizden eklenen IPTG
konsantrasyonu indiiksiyon boyunca sabit kalir ve lac p/o
kontroliindeki genlerin ekspresyonu deney sliresince engellenemez:.



Lac Operonu

Lac operonu E.coli de protein sentezlenmesini saglayan sistemlerden en
cok kullanilanidir.

Teknik olarak genellikle ilgili gen ticari bir vektére ilistirilir. Bu vektoérler:
* Antibiyotik diren¢ geni
* Lac represoriinii kodlayan lac operonundan lacl geni
* T7 promoter DNA sekansini takiben eklenmil ilgili gen, lac opetatér DNA dizisi ve Ribozom

baglanma bélgesi icermelidir
Lac represor proteini lactoz varligini sezebilecek sekilde evrimlesmistir.
Konakcgi hiicre kromozomu ve insortuin ikisi de lac represér gen kopyalari
icerir. Bu sayede her zaman DNA operator bolgelerini titre etmeye yeterli
miktarda Lacl proteinin varligi garantilenmis olur. Laktoz yoklugunda, lac
represori DNA lzerindeki operator diziye baglanir ve DNA’y1 40 derece
bliker. Bu blikiilme T7 RNA polimerazin promotira erisimini engeller ve
béylece ilgili genin indiiksiyon éncesi transkripsiyon sizmasini
engeller.Laktoz Lacl’ye baglandiginda protein yapisinda konformasyonel
degisimine sebep olur ki bu sayede DNA operator dizisine baglanma
yetisini kaybeder.



IPTG IndUiksiyonu

* Laktoza yapisal olarak benzeyen IPTG de lac
represorine baglanarak, benzer
konformasyonel degisikleri indukler.

* Laktozun aksine metabolik yolaklarin bir
parcasi olmadigindan dolayi, IPTG
parcalanmaz ya da hucreler tarafindan
kullanilmaz; bu durum IPTG yi laktozdan daha
lyi bir indukleyici yapar.



Hizh IPTG Indiksiyon Protokol(

Taze pleytten (< 4 hafta) bir koloni secilir ve 1-2 ml antibiyotik iceren LB
icinde 30°C/37°C de gece boyunca calkalayicili inkiibatorde biyatilir.

1:50/1:100 oraninda 2 ml antibiyotikli LB icinde dilGe edilir ve 3-4 saat
calkalayicili inkiibatorde buyutulur.

inkiibasyon siiresi dolmaya yakin 1 mM IPTG iceren 1 ml antibiyotikli LB
hazirlanir.

inkiibasyon sonrasinda 1 ml alinarak oda sicakliginda maksimum hizda 30
saniye santrifij edilir. Bu 6rnek indiiklenmeyen kontrol grubunu olusturur.

1 ml indiiksiyon besiyeri hiicrelere eklenir ve 37°C de 3-4 saat inkiibe
edilir. Son hacim 2 ml, son hacimde IPTG konsantrasyonu 0.5 mM
olacaktir.

Inkiibasyon sonrasinda 1 ml érnek alinir ve santrifiijlenir. Bu érnek
induklenen deney grubunu olusturur. -20°C de ihtiyac olana kadar saklanir.



Yavas IPTG Indiksiyon Protokol(

Yavas IPTG indiksiyon protokoli icin hizli indiksiyon protokoliinden farkl
olarak inkiibasyonlar 20°C de 12-16 saat sure ile yapilir.

indiksiyon siireleri 2 ile 5 saat arasinda degisebilir.
IPTG konsantrasyonu 0.1 ile 1.0 M arasinda degisebilir.

S6z konusu degisimler ilgi duyulan protein icin en uygun konsantrasyon ve
induklenme stresini bulmak icin teker teker denenerek bulunmalidir.

Genel olarak IPTG 100uM dan 1.0 uM konsantrasyon araliginda protein
ekspresyonu icin etkili bir indukleyici ajandir. Kullanilan konsanstasyon
ihtiyac duyulan indiksiyon kuvvetine, hiicrelerin genotipine ve kullanilan
plazmide bagli olarak degistiriimelidir. Eger laclqg gibi lac represorini fazla
miktarda Ureten bir mutant s6z konusu ise daha yuksek
konsantrasyonlarda IPTG ye ihtiyac duyulacaktir.

Blue-white screening yapilacaksa, IPTG X-gal ile birlikte kullanilmalidir.



