EU FEN BILIMLERI ENSTITUSU

EGE UNIVERSITESI

YUKSEK LISANS TEZI

INSULIN BENZERI BUYUME FAKTORU
BAGLAYICI PROTEINLERIN (IGFBP)
REKOMBINANT URETIMI VE
KARAKTERIZASYONU

ZEYNEP ERIM

Tez Damismani: Do¢. Dr. Burcu OKUTUCU

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Sunus Tarihi : 29.11.2018

Bornova-iZMIiR
2018







Zeynep ERIM tarafindan yiikseklisans tezi olarak sunulan “Insiilin Benzeri Biiyiime Faktori
Baglayic1 Proteinlerin (IGFBP) Rekombinant Uretimi ve Karakterizasyonu” baglikli bu
cahisma EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile EU Fen Bilimleri Enstitiisii
Egitim ve Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri uyarinca tarafimzdan degerlendirilerek
savunmaya deger bulunmus ve 29/11/2018 tarihinde yapilan tez savunma smavinda aday
oybirligi/oygeklugu-ile basarili bulunmustur.

Jiiri I"Jyeleri: imza

Jiiri Baskam : Dog. Dr. Burcu OKUTUCU

Raportor Uye : Dog. Dr. Serap EVRAN

Uye : Dr. Ogretim Uyesi Halil KOYU







EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisanstisti Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
YViikseklisans Tezi olarak sundugum “Insiilin Benzeri Biiylime Faktori Baglayici
Proteinlerin(IGFBP) Rekombinant Uretimi ve Karakterizasyonu” baglikli bu tezin kendi
calismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez
calismas1 kapsaminda elde ettifimi, bu tez caligmastyla elde edilmeyen biitin bilgi ve
yorumlara atif yaptigimi ve bunlari kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez
caligmasi ve yazim sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini,
bu tezin herhangi bir bolimiinii bu iiniversite veya difer bir iiniversitede bagka bir tez
alismasi iginde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda
bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya cikmasi durumunda her

tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

29/11/2018

imzas1 )/ ¢
g

Adi-Soyadi
Zeynep ERIM







vii

OZET
INSULIN BENZERI BAGLAYICI PROTEINLERIN(IGFBP)
REKOMBINANT URETIiMi VE KARAKTERIZASYONU
ERIM, Zeynep
Yuksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Burcu OKUTUCU
Ekim 2018, 60 sayfa

Diyabet genetik veya beslenme kaynakli, pankreas salgi bezinin yeterli
miktarda instlin hormonu Uretmemesi ya da tirettigi insulin hormonunun etKili bir
sekilde kullanilamamasidir. Bunun sonucunda kan glukoz diizeyinde anormal
farklanmalarin gelismesi sonucu olusan ve Omiir boyu siiren bir hastaliktir.
Diyabetin giderek artan bir saglik sorunu olmasi nedeniyle su an hali hazirda
bulunan tedavi yontemlerine alternatif, etkili, kolay kullanimli terapotik tedavi
yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Insiilin benzeri biiyiime faktdrlerinin (IGF'lerin) potansiyel terapdtik
uygulamalar1 genistir. IGF ailesinin, diyabet basta olmak iizere, kanser, biiyiime
geriligi, kas-iskelet sistemi hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
kullanim alanlart mevcuttur. IGF’ler yapisal olarak instline benzerdirler ve
biyolojik sivida, instlin benzeri biylme faktorii baglayici protein (IGFBP)’lere
baglanmis halde bulunur. Su ana kadar karakterize edilmis alt1 memeli IGFBP’i
bulunur ve IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6 olarak
adlandirilir. IGFBP’ler, IGF’lere Tip-1 IGF reseptorlerinden daha yiksek
afinitede baglanirlar. Boylece reseptorlerine baglanmalarini kontrol ederek IGF
aktivitelerini duzenlerler. IGFBP’ler, IGF bagimli ve IGF bagimsiz etkileri ile son
derece 6nemli proteinlerdir.

Bu c¢alismada dolasimdaki IGFBP’lerin %60°dan fazlasi olan ve
IGFBP’lerin en oOnemlisi olarak kabul edilen, IGFBP-3 rekombinant olarak
Uretiminin optimizasyonu E.coli BL21 ve E.coli Shuffle T7 Ekspres olmak Uzere
iki farkli E.coli susunda, pET21a ve pET22b olmak tiizere iki farkli pET
ekspresyon  sisteminde, farkli  sicakliklarda ve  farkli  indiiksiyon
konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir.

Anahtar sozcukler:
Diyabet, IGF-1,IGF-2, IGFBP-3, Biyoterapotik






ABSTRACT

RECOMBINANT PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF
INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEINS(IGFBP)

ERIM, Zeynep
MSc in Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Burcu OKUTUCU

October 2018, 60 pages

Diabetes is a genetic or nutritionally caused by the fact that the pancreatic
gland does not produce enough insulin hormone or the insulin hormone it
produces cannot be used effectively. As a result of this, it is a life-long disease
caused by the development of abnormal differences in blood glucose level. Since
diabetes is an increasing health problem, it is tried to develop alternative,
effective, easy to use therapeutic treatment methods.

Potential therapeutic applications of insulin-like growth factors (IGFs) are
extensive. The IGF family has been used in the treatment of cancer, growth
retardation, musculoskeletal diseases and neurodegenerative diseases, especially
diabetes. IGFs are structurally similar to insulin and are present in the biological
fluid bound to insulin-like growth factors-binding protein (IGFBP). Up to present,
there are six mammalian IGFBPs characterized and named as IGFBP-1, IGFBP-2,
IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6. IGFBPs bind to IGFs higher affinity
than Type-1 IGF receptors. Thus, they control their binding to their receptors and
regulate IGFs activity. IGFBPs are extremely important proteins with IGF
dependent and IGF independent effects

In this study, optimization of IGFBP-3 recombinant production, which is
more than 60% of circulating IGFBPs and considered to be the most important of
IGFBP. Two different E.coli strains, E.coli BL21 and E.coli Shuffle T7 Express,
were studied in two different pET expression systems, pET21a and pET22b, at
different temperatures and different induction concentrations.

Keywords: Diabetes, IGF-1,IGF-2, IGFBP-3, Biotherapeutic
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1. GIRIS

Diyabet multifaktoriyel bir hastaliktir. Hastaligin olsum mekanizmasinda
gorev alan bircok protein, protein ailesi ve reseptor aileleleri mevcuttur. Bu
calismada diyabette ve metabolik hastaliklarda biyobelirte¢ olarak tedavi
slirecinin izlenmesini saglayan insiilin benzeri bliylime faktorii baglayici protein-
3’lin biyoteknolojik olarak iiretilmesi ¢aligildi.

Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri ve ailesi diyabet basta olmak iizere
kanser, biliyiime geriligi, kas-iskelet sistemi hastaliklari ve norodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde biyoterap6tik uygulamalari genis olan bir ailedir.
1987°de insulin benzeri blyume faktoru 1 (IGF-1) geninin ilk defa klonlanmasi
ile rekombinant IGF-1'in klinik kullanimi igin gelistirilmesine olanak saglandi.
Daha sonra baglayici proteinlerinin etkileri belirlenmeye baslandi. Genis kapsaml
bir arastirma potansiyeli bulunan bu protein ailesinin etkileri ve sonuglari tam

olarak aydinlatilamadi.

1.1. Diyabet

Diyabetes Mellitus (DM) tiim diinya i¢in 6nemli bir saglik sorunudur. 2030
yilina kadar yaklasik 366 milyon kisi bu hastaliga sahip olacaktir. (Wild.S
vd.,2004) Beslenme bozuklugu, yetersiz fiziksel aktivite ve yasam siiresinin
uzamastyla prevelansi artan bir metabolik hastaliktir.

Diyabet pankreaktik B hiicrelerinin insulin salgilanamasinda hasara bagl
olarak insulin eksikligi veya salgilanan insiilinin etkisini gosterememesi nedeniyle
glukozun hatali kontrolii sonucu olusan bir hastaliktir.

Diyabet, karbohidrat mekanizmasina etki eder. Diyabetin en karakteristik
semptomu, kanda glukoz konsantrasyonunun 5mM’dan 9mM ve {istiine
yikselmesidir. Insiilin karbohidrat metabozlizmasinda onemli bir role sahiptir.
Bunun yaninda protein ve yag metabolizmalar1 iizerinde de 6nemli etkileri vardir.
Boylece kanda insilin derisimi degismesi, tiim viicutta etkiye neden olur.

Adipoz dokunun lipid metabolizmasi da insiilin tarafindan etkilenir. Bu
hlcrelerde, insiilin glukozdan yag asidi sentezini stimule eder ve yag yikimini
inhibe eder. Kas proteinin yikimi da insiilin ile inhibe edilir. Insiilin yetersizligi

durumunda, bu etkiler zayiflar ve buna bagli olarak komplikasyonlar agiga ¢ikar.



Kas ve adipoz dokuda, en Onemli iki glukoz kullanimi hasara ugrar.
Karacigerde glukoz kullanimi azalir. Aynm1 zamanda diger olaylarin yaninda,
kaslarda artan proteolizden dolay1 glukoneogenez de stimule edilir. Bu, kan sekeri
seviyesini daha da yukseltir. Glukozun tekrar emilimi icin bobreklerin kapasitesi
asildiginda, glukoz idrara salinir. (Glukoziri).

Yaglarin yikiminda instilin yetersizliginin bir sonucu olarak meydana gelen
artisin da ciddi sonuclar1 vardir. Fazla miktarda biriken yag asitleri karaciger

tarafindan alinir ve lipoprotein sentezi i¢in kullanilir. Bu hiperlipidemiye yol acar

ve kismen asetil-Coa ‘ya yikilirlar. Sitrik asit dongiisii asetil CoA’nin hepsini
alamayacag i¢in, cogu kana salinarak uygun anyon ve protonlarina ayrilan keton
cisimciklerine doniistiiriilir. Keton cisimciklerinin fazla iiretiminden dolayzi,

diyabetikler genelde siddetli bir metabolik asidozis(diabetik ketoasidozis)

gelistirir.(Koolman ve R6hm,2002).

Tanimlanan 4 tip diyabet mevcuttur. En yaygin olan ve tedavi alani
arastirmalart ile ilgi ¢ekenler Tip 1 ve Tip 2 diyabettir. Tip 1 diyabet, otoimmun
aracili pankreatik beta hiicrelerinin olmamasiyla, mutlak insiilin eksikligine neden
olurken, Tip 2 diyabet insulin direncini telafi etmek icin yetersiz olan insulin

sekresyonundan kaynaklanir.
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Sekil.1.1. Diyabet tipleri (Designua,2018)



Tip 1 diyabet gelisimdeki risk faktorleri; genetik faktorler, alerji ve cevresel
etkenlerdir.

Tip 2 diyabet gelisimindeki risk faktorleri ise daha fazladir. Bunlar; birinci
derece yakinlarinda diyabet hastaligi goriilerenlerde genetik yatkinlik, asir1 kilo,
yiiksek tansiyon ve kalp damar hastaligi ge¢misi olanlar, gebelikte diyabet tanisi
konulan hamileler, dort kilo ve iizerinde dogum yapan anneler, fiziksel olarak
aktif olmayanlar, prediyabeti bulunanlar, kirkbes yas ve iistiinde olanlar, polikistik
over sendromu bulunan kadinlar, sagliksiz olarak beslenenler ve trigliserid miktari
250mg/dl ve iizerinde ya da yiiksek yogunluklu lipoprotein kolestrol 35mg/dl ve
altinda olanlardir.

Tip 2 diyabet hastalig1 olanlar tiim diyabet hastalarinin %90’1indan fazlasini
olusturur. Tip 1 diyabet hastalarindan farkli olarak Tip 2 diyabet hastalar
genellikle obez veya asir1 kiloludurlar. Tip 1 diyabet hastalar1 ¢ogunlukla ¢ocuk
ve ergenlerdir. Tip 2 diyabet hastalar1 ise genellikle ergin bireylerdir ama son
zamanlarda obez olan c¢ocuk ve ergenlerde teshis edilmistir. Tip-1 diyabette
instlin dretimi olmadigi igin insiilin kullanimi zorunlu iken Tip-2 diyabetlerde
farkli ilaglar da kullanilabilir.

Karbohidrat metabolizmasindaki bu bozuklugun erken teshis edilip, tedavi
siirecinin erken baslamasi, diyabet nedeniyle olusacak olan diger sorunlari azaltir.

Bu nedenle diyabette erken teshis ve etkili tedavi yontemi 6nemlidir.

1.1.1. Diyabet tedavisi

Tip 1 diyabet hastalarinin tedavisinde insiilin uygulanmasi tek tedavi
yontemidir. Insiilin etki strelerine gore adlandirilirlar. Bunlar; uzun etkili, kisa
etkili, orta etkili, hizli etkili ve karisim insiilinlerdir. Tip-1 diyabet hastalarinin
tedavisinde, giinde ii¢ veya fazla insiilin verilen veya insiilin pompasiyla diizenli
olarak insiilin verilen yogun bir insiilin tedavisi uygulanir.

Insiilin, diyabet tedavisindeki etkinligi en giiclii ilagtir. Ancak kullaniminda
deri altina verilmesi ve oral yoldan alimamamasi zorlugu hastalar i¢in acili bir
tedavi surecine yol acar. Tedavi siirecin kolaylagtirilmasi igin oral yoldan
alindiginda etki gosteren antidiyabetik ilaglarin bulunmasi i¢in birgok calisma
yapildi. 1920’lerde ilk olarak dekametilendiguanid maddesi bulundu. Bu madde
bitkisel kaynakli bir alkaloittir. Dekametilenguanid maddesi, kan glukoz



konsantrastonu diisiirdii ancak yiiksek diizeyde hepatoksik etkisi gosterdigi
bulundu. Bu nedenle bu madde tedavi i¢in uygun bir ila¢ olarak kullanilamadi.
Daha sonra ¢aligmalart yapilan hipolisin A maddesi hipoglisemiye neden oldu ve
toksik etkileri oldugu bulundu. Siilfoniliire tiirevi olan karbutamid adli madde
1955 yilinda tedavide kullanilmaya baslandi. Daha sonra yine siilfonil tiirevi olan
ve ¢ok daha az toksik etki gosteren ilaglar tedaviye imkan sagladi.

Oral antidiyabetik ilaglar, insiilin salgilanmasini arttirarak, insiiline
duyarhilig1 arttirarak ve karbohidrat emilimini azaltarak kan sekerini kontrol
altinda tutarlar. Bir antidiyabetik ilacin, tedavide kullanilabilir olmasi icin, kan
sekerini kontrol altinda tutmasinin yani sira, yan etkilerinin ¢ok fazla gériilmemesi
ve komplikasyon olusumuna neden olmamalidir. Tim bu ozellikleri bir arada
bulunduran bir ajan heniiz bulunamamistir ancak kan glukoz diizeyinin kontrol
altinda tutulmasini saglayan birgok antidiyabetik ajan vardir. Bu ilaglar
etkinlikleri ve istenmeyen yan etkileri g6z Oniinde bulundurularak, farkl
karisimlar olarak kullanilir. Bu sayede kan glukoz degerleri kontrol
edilebilmektedir.

Tip 2 diyabet hastalarinin tedavisinde oral yolla alinan ve kan sekerini diisiiren
ilaglar baslica 4 gruptur.
e Insiilin direncini azaltan ilaglar (insiilin duyarliligin1 artiranlar)
e Insiilin salgilaticilar
e Alfa glikozidaz inhibitorleri
e Insiilinomimetik Ilaglar (Dinggag, 2011)

Diyabet tedavisinde temel amag, diyabet hastalarmin yasam kalitesini
yukseltmektir. Bu da, giin igerisinde glisemik kontroliin gergeklestirilmesi, akut
komplikasyon olusma riskinin azaltilmasi, mikro ve makrovaskiler kronik
komplikasyonlarin oniine gegilmesi ve bunlar ile birlikte olusan diger sorunlarin
dizeltilmesi ile mimkdn olur.

Erken teshis edilemeyen veya tedavi edilemeyen diyabet hastalarinda zaman
gectikce bircok ikincil komplikasyonlar olusur. Bunlar arasinda kan damarlarinin

duvarlarinda degisiklikler (diyabetik anjiopati) ve bobreklerde (nefropati) ve sinir

sistemi(ndropati)ve gozlerde(retinopati) hasar sayilabilir. (Gordon vd., 1977,
Kannel ve McGee, 1979; Knowler vd., 1980; Palmberg vd., 1981; Jarrett vd.,
1982; Nathan, 1988).



Tip 1 diyabet hastalarinda ise hayatin devam edebilmesi insilin tedavisiyle
mumkin hale geldi. Ancak tedavide kullanilan insiilinin en 6nemli yan etkisi ani
kan sekeri diismesidir. Kan sekeri 50 ml/dl'nin altina diistiiglinde hipoglisemiye
neden olur. Diger olas1 yan etkileri kagint1 ve dokiintii, lipodistrofisi, 6dem ve kilo
artis1 da dahil olmak iizere enjeksiyon yeri reaksiyonlar1 ve alerjik reaksiyonlardir.

Insiilin, Saglik Kuruluslari Akreditasyonu Birlesik Komisyonu tarafindan
tespit edilen “yiiksek alarm” olan 5 ilagtan biridir. Tip 2 diyabet tedavisinde
kullanilan diger ilaglarin da yan etkileri yukarida belirtildi. Bu nedenle diyabet
alternatif tedavilerinin gelistirilmesi, olduk¢a 6nemli ve iizerinde ¢aligmalarin

yapilmasi gerektigi bir alandir.

1.1.2. Diyabetin molekiler mekanizmasi ve tedavide alternatif yaklasimlar

Tip 2 diyabetin patogenezi hem insiilin etkinliginde hem de sekresyonda
anormallikleri icerir. Insiilin direncine yol agan patofizyolojik gen dizisi hala
biiyiik o6l¢iide bilinmemekle birlikte, son ¢aligmalar altta yatan molekiiler
mekanizmalarin daha derin bir sekilde anlasilmasina katkida bulunmaktadir.

Insiilin reseptorii, disiilfit baglari ile baglanan iki o alt birimi ve iki B alt
birimi iceren bir heterotetramindir. Insiilin, insiilin reseptdriiniin o alt birimine
baglanir ve B alt biriminde tirozin kinazi1 aktive eder. Insiilin reseptoriiniin tirozin
kinazi, aktive edilmesi, B alt biriminin otofosforilasyonunu tesvik eder, burada
kinaz aktivitesinin amplifikasyonu i¢in {i¢ tirozin kalintisinin (Tyr-1158, Tyr-1162
ve Tyr-1163) fosforilasyonu gereklidir. Insiilinin metabolik ve antiapoptotik
etkilerinin coguna, insiilin reseptor substrati (IRS) proteinlerinin fosforilasyonunu
ve fosfatidilinositol (P1) 3-kinaz, Akt'in (protein kinaz B olarak da bilinir)
aktivasyonunu iceren sinyal yoluna aracilik eder. Akt, rapamisin (nTOR) ve p70
S6 kinazin molekiiler hedefidir. Insiilin reseptdrii tirozin kinaz, IRS proteinlerini
fosforile eder ve IRS proteinleri tizerindeki fosfotirozin kalintilari, PI3-kinazin
p85 dizenleyici alt birimi igin iyi hedefler haline gelir. Aktive edilen P13-kinaz,
fosfosinosidifiye edilen kinaz 1'e (PDK1) baglanan 3'-fosfoinositidler [fosfatidil-
inositol-3,4-bisfosfat (PIP2) ve fosfatidil-inositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3)] Uretir.
PDK'larin bilinen substratlari, protein kinaz B (PKB) ve protein kinaz C'nin
(PKC) atipik formlaridir.P13-kinazdan sonra, serin / treonin kinaz Akt (PKB

olarak da adlandirilir), glikojen sentezi ve hepatik glukoz iiretimini baskilama gibi



karaciger lizerindeki insiilin etkilerini tetikler. Akt, glukoz transporter(GLUT4)’e
baglanarak insulin sinyal yolaginda 6nemli bir rol oynar. Glikozu hiicreye tagimak

icin hucre ylzeyine hareket eden GLUTA4'U aktive eder. (Saini, 2010)
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Sekil.1.2. Insiilin sinyal yolag:. Insiilinin, reseptdriine baglanmasi ile baslar ve glukozu hiicre icine
alan GLUT4’iin aktivasyonu ile biter. pY:Fosforillenmis tirozin; IR:Insiilin reseptorii; IRS:insulin
reseptdr proteini; PI3-k:fosfatidilinositol 3-kinaz; PDKI:fosfoinositid bagimh kinaz 1;
PKB:protein kinaz B; FOXO-1:gatalli kutu protein O; PEPCK:fosfoenolpurivat karboksikinaz;
G6Pase:glukoz-6-fosfataz; FFA:serbest yag asitleri; PIP2:fosfotidil-inositol-3,4-bisfosfat;
PIP3:fosfotidil-inositol-3,4,5-trifosfat; GLUT4:glukoz transporter 4. (Saini, 2010)

Insan genom projesinin tamamlanmasindan bu yana, birgok bilim insani
T2DM'nin molekiler mekanizmasini bulmaya odaklandi. DM hastalarinda hatali
insiilin stimiile glukoz transport aktivitesinde rol oynayan baslica mekanizmalari
arastirdilar. DM hastalarinda yag acil CoA ve diasilgliserol gibi intramoselliler
lipid metabolitlerinde artis oldugunu gostermislerdir. Bu molekiiller serin / treonin
kinaz kaskadini aktive eder ve bu hastalarda insiilin reseptor substratinin (IRS) -1
fosforilasyonuna yol agar ve dolayisiyla bu hastalarda insulin sinyallemesinde
defekte neden olur.

Akt insulin aktivasyonunda insulin sinyalleme yolaginda insiline bagli

glukoz tasiyici protein GLUT-4 ¢ok o6nemli bir rol oynar. GLUT4'lUn



adipositlerdeki hiicre yiizeyine insiiline bagimli hareket ettiklerini gésterilmistir.
Bu veriler, GLUT4'lin adipositlerde bir vesikular bdlgeye segici olarak organize
edildigini gOstermektedir ve daha sonra insiilin uyarimi {izerine plazma
membranina aktarilir.

Son yapilan hayvan deneyleri, PKB (Akt2) izoformu nakavt farelerinin
insiilin direnci gosterdiklerini ve fenotipinin insanlarda T2DM'ye ¢ok benzedigini
gostermistir. Bu, Akt2'nin insanlarda normal glukoz homeostazinin korunmasinda
onemli bir faktér oldugunu agiklar.

Yapilan calismalar ile sinyal yolaklarindaki kalitsal kusurlarin insan
T2DM'de insiilin direncine katkida bulunabilecegini ileri stiriilmiistir. Caligmalar,
bir ailede ciddi insiilin direncinin ve DM'nin otozomal dominant kalitiminin kinaz
AKT?2 / PKB B alanindaki mutasyonlarla iligkili oldugunu ortaya koymustur.

Insiilin reseptdr substrat: IRS-1, insiilin sinyal iletim yolunun ana bilesenidir
ve instlinin hem metabolik hem de mitojenik tepkilere aracilik eder. Birgok
arastirmact, insiiline direncli T2DM hastalarinda IRS-1 genini incelemis ve 11'den
fazla amino asit polimorfizminin tanimlandigini ve IRS-1 proteinindeki
mutasyonlarin insan kas ve yaginda insiilin direnci ile iliskili oldugunu
gostermistir. IRS-1 ve IRS-2'nin, B hiicre yetmezligi nedeniyle farelerde
gelistirilen 6zel B hiicrelerinin ve insiilin direncinin diizenlenmesinde ve
islevlerinde oOnemli rol oynadiklarimi gostermislerdir. Caligmalar, IRS
proteinlerinin serin fosforilasyonunun, IRS proteinlerinin PI3-kinazi ¢ekme
kabiliyetini azalttigin1 ve bunun da IRS-1 proteininin aktivasyonunda ve ardindan
bozunmasinda azalmaya neden oldugunu gdstermistir.

Insiilin direnci ve pankreatik B hiicre disfonksiyonu T2DM sebebi icin
baslica faktorlerdir. Son zamanlarda, Foxol'in P hiicre disfonksiyonu ve DM'deki
roli g6zden gecirilmistir. Ciddi DM'de B hiicre kiitlesinde azalma oldugu da
gosterilmistir. Foxo 1 geninin karaciger, adipositler ve pankreatik B hiicrelerde
instlin duyarliliginin negatif bir regiilatérii oldugunu gosterilmistir.(Potdar ve
Chaudhari, 2016).

T2DM'nin olusumu, bir dizi genin ekspresyonunda degisiklik ile iligkilidir.
Gen ekspresyonunda bu degisikliklerin saptanmasi, hastalardaki hastaligin

evresini ortaya ¢ikarmada yararlidir ve tedavisi i¢in daha iyi bir anlayis saglar.



1.1.2.1. Diyabette molekuler biyobelirtecler

Biyobelirtegler saglik ve hastaligi temsil eden biyolojik molekiiller olarak
tamimlanir. Yeni teknolojiler (metabolomik, proteomik, genomik gibi) yeni
biyobelirtegler gelistirmek i¢in ¢ok fazla firsat sunmaktadir. Diyabet, hemen her
doku ve organi etkileyen kompleks bir hastaliktir. Biyobelirtecler, hipergliseminin
varligin1 ve ciddiyetini veya diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin varligini ve
siddetini yansitir.

T2DM'in neden oldugu baglica komplikasyonlardan biri insanda
kardiyovaskiiler hastalik gelismesidir. Endotel, nitrik oksit (NO), prostasiklin,
endotelden tiiretilmis hiperpolarize edici faktor(EDHF) gibi vazodilatator
molekdllerin Gretiminin dizenlenmesinde cok 6nemli bir rol oynar. Endotel
disfonksiyonu T2DM'de insulin direnci, inflamasyon, ateroskleroz ve
kardiyovaskiiler hastalik ile iliskilidir. Bu nedenle, endotelyal hiicreler tarafindan
salman molekiiler Dbelirteglerin  ekspresyonu, bu hastalarda endotelyal
disfonksiyon hakkinda bir tahmin saglar.

Sitokinler otokrin ve parakrin aktivitesine sahip diisiik molekiiler agirlikli
polipeptidlerdir. Interldkinler, timdr nekrozu faktérii, interferonlar, koloni uyarici
faktorler, transforme edici blyume faktorleri ve kemokinler gibi farkli tiplerde
siniflandirilirlar. Sitokinler viicuttaki ¢ok c¢esitli hiicreler tarafindan {iretilir ve
ayrica bliylik terapdtik potansiyele sahiptir. Sitokinler DM ve mikrovaskiiler
komplikasyonlarinin patogenezinde rol oynarlar.

Son zamanlarda yapilan bir kesif, obezite, metabolik sendrom ve T2DM'de
irisin'i molekiiler bir belirteg olarak ortaya koymustur. T2DM hasta serumunda,
irisin diizeyi diyabetik olmayan kisilerdekine gore daha diisiiktiir. irisin, beyaz
yag dokusunun esmerlesmesini indiikleyerek enerji metabolizmasini kontrol eden
ve bdylece kimyasal enerjiyi 1s1 enerjisine doniistiiren bir egzersiz aracili

miyokindir. (Potdar ve Chaudhari, 2016).

1.1.2.2.Diyabet tedavisinde kok huicre

Kok hiicrelerin boliinmesi ve viicudun gesitli farkli tipteki 6zel hiicrelerine
ayrilmasi i¢in muazzam bir potansiyeli vardir. Bu nedenle, kok hiicre terapisi,
sadece T2DM'in tedavisi i¢in degil, ayn1 zamanda tam kiiriin heniiz mevcut

olmadig1 bagka bir¢ok hastalik ve hastalik i¢in de timit verici bir anahtardir. Kok



hiicreler T2DM hastalarinda dejenerasyona ugramis B hiicrelerin yeni bir kaynagi
olabilir. Yeni [ htcreleri kok hucrelerden uretilebilir ve diyabetik hastalarda
transplantasyon i¢in daha fazla kullanilabilir. Farkli kok hiicrelerden fonksiyonel
hicre kitlesi gelistirmek ve kurmak i¢in arastirmalar devam etmektedir. (Potdar ve
Chaudhari, 2016).

1.1.3. Diyabet ve biyoterapotik ilaglar

Biyoterapotik ilaglar, bakteriler, memeli hucreleri, virusler gibi canli
organizmalar kullanilarak Uretilen proteinler ve diger dogal bilesiklerden olusan
ilaglardir. Bu ilaglarla, bir¢ok farkli hastaliga sahip genis bir hasta kitlesi i¢in yeni
ve nitelikli ilag gelistirilmesinde yeni kapilar agilmaktadir. Biyoterap6tik ilaclar,
genelde kicik molekiil olan ilaglarin sentezinde kullanilan kimyasal sentez
yontemine gore molekiil yapisinda yapilan kiigiik degisikliklere bile daha etkili
sonug veren canli materyaller kullanilarak elde edilir. Bu nedenle son driin elde
edilirken, iiretim siirecinde ¢ok ¢esitli faktorler goz 6niinde bulundurulur. Bu ¢ok
cesitli faktorlerden herhangi birindeki kiiciik degisiklik elde edilen son iiriinde
degisiklige yol agar. Bu nedenle biyoterapdtik ilaclar karakterizasyonu zor ve
daha karisik molekiillerden olusur.

Dogal olarak, insan viicudunda sentezlenen molekillere yapisal olarak
benzer olarak tiretildikleri igin, bu ilaglar bir¢ok hastalikta tedavi edici ve teshis
amaglh kullanilabilir. Ayrica biyoterapotik ilaglar, kimyasal yoldan sentezlenen
ilaclar ile tedavisi denenen hastaliklarda olumlu sonug¢ alinamayinca kullanilmig
ve tedavide daha etkili olduklar1 ispat edilmistir. Gegtigimiz 30 yilda,
biyoterapdtik ilaglar alanindaki tibbi gelismeler birgok kronik hastaligin - kanser,
diyabet, hepatit C ve kronik renal yetmezlik, hemofili yaninda Fabry hastaligi,
bliyiime yetmezligi, multipl skleroz ve Crohn hastaligi gibi daha az yaygin
olanlarin tedavisinde de kullanilmaya baglanmistir.

Diyabette biyoterdpatiklerin kullanimi ilk olarak rekombinant insiilin iiretimi
ve bunun tedavide kullanilmasiyla baslanmistir. Daha sonra diyabeti etkileyen
diger biyomolekiillerin arastirilmasiyla diyabette biyoteropatiklerin kullanim
artmistir. Inkretin bazli tedaviler, glukagon bazli tedaviler bunlara ornektir.
Diyabette, IGF'lerin terapotik uygulamalari konusu potansiyel olarak ¢ok genistir

ve lizerinde ¢alisilmaktadir.
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Ornek olarak, IGF-1'in IGFBP-3 ile kombinasyonu, dogal IGF-1 koruma
mekanizmasini terapotik miidahaleye uzatan ilging bir terapdtik stratejidir. Daha
once belirtildigi gibi, IGF-1'in plazma yarilanma omrii, serbest IGF-1 igin ila
birka¢ saat arasinda IGFBP'ye baglandiginda plazma yarilanma &mriiniin 10-12
dakika gibi kisa oldugu bildirilen birka¢ parametrenin bir fonksiyonudur.
Kompleks, kan igindeki IGF-1 kararliligint 6nemli Olgiide arttirir ve bdylece
yarilanma &mriinii artirir. In vivo olarak, dolasimdaki IGF-1, IGFBP-3 ve baska
bir protein, asit labil altbirim (ALS) ile ii¢lii bir kompleks olusturur.

Esit molar miktarlarda IGF-1 ve IGFBP-3 (Mekasermin rinfabat, IPLEX ™)
kompleksi, 2005 yilinda ABD pazarinda ¢ocuklarda biiyiime yetmezligi nedeniyle
onaylanmistir. Gliniimiizde kompleks amyotrofik lateral skleroz / Lou-Gehrig
sendromu i¢in italya'da piyasaya siiriilmekte ve subkiitandz enjeksiyonla giinde
bir kez uygulanmaktadir. Bu kompleksin diyabet, osteoporoz, yaniklar, buyiime
hormonu insensitivite sendromu veya diisik dogum agirlikli cocuklar gibi
hastaliklarda potansiyelini degerlendirmek igin g¢esitli klinik calismalar

yapilmistir.

1.2. Biyoteknolojik Uretim Prosesi

Biyoteknoloji; biyokimya, genetik, molekiler biyoloji, mikrobiyoloji gibi
doga bilimlerinden yararlanarak, hayvan, bitki veya mikroorganizmalari
gelistirerek, rekombinant DNA teknolojisi ile dogada var olmayan iiriinleri veya
dogada var olan driinleri degistirerek Uretmek icin kullanilan teknolojilerin
tumadr.

Gen klonlamanin biyoteknolojiye uygulanmasi ile 6nemli bir hayvan veya
bitki proteini i¢in bir genin normal konagindan alinmasi, bir klonlama vektoriine
yerlestirilmesi ve bakteriye sokulabilmesi mumkin hale geldi. Daha sonra gen
ifade edilerek rekombinant protein bakteri hiicresi tarafindan sentezlenir. Bu islem
icin gram negatif bir bakteri olan Escherichia coli (E.coli), laboratuar ortaminda
kolayca ve ucuz bir sekilde yetistirilebildigi igin siklikla kullanilir. E.coli genom
haritast ilk olarak 1997°de yaymlandi. Bakteriyel konjlgasyon, genetik
rekombinasyon, operon kavramlar1 ilk olarak E. coli'de kesfedildi, DNA'nin
cogalmasi, RNA transkripsiyonu, protein sentezi gibi, molekiler biyolojinin pek

cok oOnemli alani, metabolizmanin cogu detayr bu organizmada yapilan
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arastirmalarla anlasildi. Dogal ve protein mihendisligi ile gelistirilen bir¢ok farkli
susu bulunur. Bu suglarin herbiri farkli 6zellikteki proteinlerin ekspresyonunu
kolaylastirmak i¢in gelistirildi. Bu yiizden bu ¢alismada iki farkli E.coli susu ile
protein ekspresyonu ¢alismasi yapildi. IGFBP’lerin E.coli hlcrelerinde, ¢ozinur
formda ve yiksek verimde rekombinant iiretilme ¢alismalar1 yapildi.

IGFBP-3’iin  rekombinant olarak E.coli  hicrelerinde  Gretimini,
saflagtirllmasini, baglanma etkinliklerinin Olgiilmesi ¢alisilmistir. Daha sonra
IGFBP-3'lin hiicre ¢ogalmasi tizerindeki inhibisyon etkisini belirlemek igin
kullanilmigtir. (Chen vd., 2007) Ayrica IGFBP ailesinden, IGFBP-2nin E.coli
hiicrelerinde {iretimi i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir ve yeni kanser
terapdtiklerini gelistirme amaciyla kullanilmistir.(Swain vd.,2010).Bunlar gibi bir
¢ok calisma mevcuttur.

Biyoteknoloji, insan saghg: icin ilag endistrisinde yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in ¢OK 6nemli bir alandir. Biyoteknolojik yontemler yeni ilaglarin
gelistirilmesinde gitgide kimyasal ve bitkisel formulasyonlardan daha fazla
kullanilmaktadir. Yillar gegtikge onaylananan yeni ilaglar arasinda biyoteknolojik
ilaglarin miktar1 artmaktadir. Diyabet, Kanser, alzheimer, kalp hastaliklar1 gibi
onemli hastaliklarin tedavisi ic¢in yeni gelistirilen ilaglarin ¢ok biiyiik bir miktar

biyoteknolojik tretim prosesi ile Uretilmektedir.

1.3. Insiilin Benzeri Blyiime Faktorii(IGF) Sistemi ve Diyabet iliskisi

Insiilin benzeri biiyiime faktorii sistemindeki proteinler ve diyabet ile ilgili
bircok ¢alisma literatiirde mevcuttur.

Tip 1 diyabet hastalarinda, ozellikle cesitli komplikasyonlarin varliginda
IGF-1 seviyelerinin azaldigi raporlanmistir. (Thrailkill, 2000). Ayrica IGF-1
seviyelerinin artmasi da, diyabetin komplikasyonlarini arttirir. 1GF-1/2, IGF-1
reseptorii ve IGFBP’ler arasindaki dengenin bozulmasi, IGF-1 duyarliliginin
yiikselmesine yol acar. Bu nedenle bu son derece karisik olan sistemin etkilerinin
net olarak belirlenmesi cok énemlidir.

IGFBP’ler, diyabetik hastalarda glukoz homeastazinda ¢ok &nemli rol
oynamaktadir. Ornegin IGFBP-1 sentezi insiiline tepki olarak baskilanir. Bu
nedenle normal, prediyabetik ve diyabetik kisilerde insulin sekresyonunun

belirteci olarak hizmet eder. (Jones ve Clemmons, 1995).
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Diyabetik hastalarda, IGFBP-3 miktari, sentez hizina, diyabette artan
proteoliz derecesine ve IGFBP-3’iin temizlenmesini yavaslatan diyabetik
nefropati siddetine baglidir. (Clemmons vd.,2005). Artan IGFBP-3 proteolizi,
instiline bagimli olmayan diyabet hastalarinda rol oynamistir ve bu IGFBP-3'lin
metabolik hastalikta anahtar bir modiilatér olabilecegini gosterir. Tip 1 diyabet
hastalarinda IGFBP-3 seviyelerinde anlamli azalmalar vardir. Bu degisiklik
kismen IGFBP-3’lin proteolizinin artmasi nedeniyle olusur bu da toplam serum
baglama kapasitesinin azalmasin1 neden olur. (Raipathak, 2012). Ayrica
insanlarda yuksek IGFBP-3 konsantrasyonlar1 Tip-2 diyabet gelisme riskinde
artisa neden olur. (Zandbergen,2006)

IGF-1 ve IGFBP-3 kompleksinin Tip-1 diyabet hastalarinda insiiline
gerekliligi azaltip, insulin duyarliligini arttirdigr  belirtilmistir.  (Clemmons
vd.,2000).

Tedavi edici bir madde olarak rhIGF-I / rhIGFBP-3'iin gelisimi, IGF-I'in
etkilerini arttirma ve akut insiilin benzeri yan etkiler i¢in potansiyelin ortadan
kaldirilmas1 ihtiyacina dayanir. Bu kompleksin etkinligi siddetli yanmis
cocuklarda azalmis katabolizma ile (Levetown,2002) ve kalca kiriklari olan yash
hastalarda artmig kas-iskelet anabolizmasi ile gosterilmistir. (Boonen vd.,
2002).Insiilin gereksiniminde %49°luk bir azalma, Tip 1 (Clemmons vd.,2000) ve
Tip 2 diyabetli eriskinlerde de goriilmiistiir. (Rogol vd.,2002) .

IGF-1, IGFBP-3 ile birlikte uygulandiginda, kandaki {tglii komplekse
baglanan materyalin, vaskiiler alan i¢indeki ve ekstravaskiiler dokular i¢indeki
diger baglayic1 proteinlerle dengeye girdigini ve boOylece IGF-1 reseptorlerine
baglandigi ortaya konmustur. (Clemmons vd.,2000).

IGFBP-3, 1993’te Okajimana ve arkadaslar1 tarafindan IGF-I'in glikoz
diistirticii etkilerinin bir Onleyicisi olarak Onerilmistir. (Okajimina vd.,1993)
Ancak, daha sonra, in vivo yapilan herhangi bir ¢alisma, IGFBP-3 inflizyonundan
veya asirt ekspresyonundan sonra glikoz toleransinda zayiflama oldugunu
gostermemistir.(Murphy vd., 1995)(Savage vd.,2004)

Diyabette glisemik kontroliin iyilestirilmesinde IGF-I / IGFBP-3 etkinligini
belirlemek ve IGF-I'in insiilin duyarlilhigim arttirdigi mekanizmanin belirlenmesi

icin uzun vadeli calismalarin yapilmasi gerekir.
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IGF ailesinin ve 0zellikle IGFBP-3 gibi gucli ajanlar icin en uygun

terapotik kullanimlarin bulunmasi galigsmalart son derece dnemlidir.

1.4. Insiilin Benzeri Bliylime Faktorleri

Buyume hormonu, biiyiime, kikirdak ve protein metabolizmasina etki eder
ve bu etkilerini somatomedinler ile gdsterirler. Somatomedinler polipeptid
yapisina sahiptirler ve biiyiime hormonu etkisiyle, karaciger ve diger dokulardan
sentezlenen biylme faktorleridir. Salmon ve arkadaslart 1957°de yaptiklar
caligmalarin  sonucunda dort farkli somatomedin tespit etmistir. Bu
somatomedinlerin bazilar1 yapisal olarak insiiline ¢ok benzemesi ve biiylime
uzerindeki etkileri ile insilin benzeri blyume faktorleri (IGF) olarak
tanimlanmustir. (Salmon ve Daugday,1957).

IGF’ler normal ve zararli hiicrelerin biiylimesi ve farklilagsmasi iizerine
etkileri tanimlanmig, yapisal olarak, bircok dokuda genis olgiide eksprese olan,
insan serumunda nanomolar konsantrasyonlarda bulunan, endokrin, otokrin ve
parakrin aktivitelere sahip, molekiil agirligi yaklasik 7kDa olan, kiiciikk peptid
hormonlardir.(Rinderknecht ve Humbel;1978a; 1978b).Yapisal olarak insiline
benzerler. Insiilin 1922'de Frederick ve arkadaslar tarafindan bir peptid hormon
olarak kesfedilmistir. Insiilin pankreatik hiicreler tarafindan salgilanir ve dncelikle
yiiksek organizmalarda glukoz homeostazindan sorumludur.(Harish, 2015).

Insiilin, sinyal dizisinin ¢ikarilmas: ile proinsiilin haline gelir ve daha
sonra enzimlerle baglanti peptidinin yarilmasi ile olgun insiilin haline gelerek,
preproinsulin olarak da bilinen, -110 kalintisinin tek zincirli bir molekill olarak
sentezlenir. Bu nedenle, son insulin monomeri, iki zincirden, 21 kalint1 iceren bir
A zincirinden ve 30 kalint1 i¢eren bir B zincirinden olusur.

Bununla birlikte, homolog biyime faktorleri IGF-1 (70 kalint1) ve 1GF-2
(67 kalint1 ), her biri sirasiyla B, C, A ve D (N-terminalinden C-terminaline)
olarak adlandirilan dort alanla, tek zincirli polipeptitlerdir. .

IGF'lerin A ve B zincirleri, insilinin A ve B zincirlerine benzerken,
insiilin, IGF'lerden farkli olarak C ve D zincirlerinden yoksundur. Bununla
birlikte, her bir ligand Ug¢ distlfid bagina sahiptir ve IGF'ler ek alanlardan dolay:
instilinden biraz daha blyuktar.
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Tum  zincirlerin ¢ boyutlu kivrimlart Sekil 1.3'de gosterilmektedir.
Ligandlar arasinda benzer yapisal elemanlar A zincirlerinde iki sarmal (sar1) ve B
zincirlerinde merkezi bir sarmal (siyah) igerir.

Anahtar farklar N ve C terminal B zincirlerinde bulunur: insulin B
zincirinin N terminali, uzatilmis veya sarmal olabilirken, C-terminali insulin B-
zinciri, IGF'ler i¢in goriilen yapisal olmayan konformasyonun aksine bir tabaka
olusturabilir. Olgun insiilinde bulunmayan IGF'lerin C ve D zincirleri iyi

tanimlanmais ikincil yap1 elemanlarindan yoksundur.

insulin

2 4

L\f\‘

)
=

Sekil.1.3. IGF-1 ve IGF-2’nin yapisal olarak insiiline benzerligi. A zincirler sar1, B zincirler gri, C

\
v

zincirler mavi, D bolgesi turuncu olarak gosterilmistir.(Harish, 2015).
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Insiilin benzeri biiyiime faktorii ailesi asagidaki gibi siniflanmustur.

IGFBP-1 IGFBP-2  IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6

OJU_,JBA

Insulin IGF-I IGF-II

Insulin Type 1 IGF IGF-11/6MP
receptor H receptor receptor

Sekil.1.4. insiilin benzeri biiyiime faktorii sistemi [Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 ve 2, Insiilin

benzeri biiyiime faktorii baglayic1 proteinler(1,2,3,4,5 ve 6), Tip 1- ve Tip 2 insiilin benzeri
biiytime faktorii reseptorleri) yapilar: ve Tip-1 IGF reseptori ile insilin] (Livingstone, 2013).

e Insiilin benzeri bityiime faktorleri(IGF)
IGF-1
IGF-2
e Insulin benzeri buytme faktorleri reseptorleri
Tip-1 IGF reseptoru
Tip-2 IGF reseptord
e (Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayic proteinler(IGFBP)
IGFBP-1
IGFBP-2
IGFBP-3
IGFBP-4
IGFBP-5
IGFBP-6
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1.4.1. Insiilin benzeri biiyiime faktérlerinin sentezi ve gorevleri

Buyume hormonu, 6n hipofiz bezinde sentezlenir. Biiyiime hormonu farkli
dokularda blyume hormonu reseptorlerine baglanir. Ayrica bilylime
hormonlarinin  ¢ogunun diger bir gorevi IGF-1’in karacigerde Uretimini
saglamaktir. Karacigerde iiretilen ve dolasimda bulunan IGF-1 karacigerden diger
dokulara tasinir ve endokrin hormon olarak gorev yapar. Karaciger disinda diger
dokularda da dretilebilen IGF-1’ler parakrin ve otokrin hormone olarak goérev
yapar. (Wang vd.,2006). IGF-1 iiretimini saglayan biiylime hormonu azaldiginda

IGF-1 Uretimi durdurulur.

Nature Reviews | Cancer

Sekil.1.5.1GF-1 sentezi.(Pollak, 2009).

IGF-1’in metabolizma {iizerinde mitojenik ve insiilin benzeri etkileri
bulunur. IGF-1 insiilin seviyesini disiirir ve karbohidrat metabolizmasini
dizenler. IGF-1’in insiilin seviyesini disiirme etkinliginin yanisira insiilin
duyarliligini arttirma etkisi de vardir. Karbohidrat alimi ile insiilin seviyelerinde
ani degisimler gozlenir, IGF-1’de bodyle bir degisim yoktur. IGF-1’in diger
gorevleri; proteoglikan ve kollajen sentezini arttirmasi, potasyum kanallar aktive
etmesi, Ca?*, Mg?*, K" homeastasminda olumlu etki yapmasi yanisira, kalp kas1
ve diyaframa aminoasit ve glukoz transportunu uyarmasidir. IGF-2 ise
embriyonun gelismesinde gorev sahibidir. Dogumdan sonra dolagimdaki miktart
azalir. (Gederet vd. ,2004).
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1.4.2. Insiilin benzeri biiyiime faktérleri reseptorleri

IGF'ler protein yapidadirlar. Protein yapilari nedeniyle hiicre membranindan
gecmek icin reseptorlere ihtiyagc duyarlar. Bu nedenle hicre yilzeyindeki
reseptorlerine baglanarak etkin olurlar. IGF’ler, Tip-1 ve Tip-2 IGF reseptorleri
olarak adlandirilan, spesifik hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesime girerler.
Insiilin reseptoriine de baglanabilirler. IGF'lerin fizyolojik fonksiyonlarina, Tip-1
IGF reseptorleri, Tip-2 IGF reseptorleri ve instlin reseptorleri tarafindan aracilik
edilir. (Hawkes ve Kar, 2004)

IGF-1 ve insulin reseptorleri, birbirlerine yapisal olarak ¢ok benzeyen
tirozin kinaz reseptor ailesinin tyeleridir. Bir insiilin reseptor o-f hemimolekil ve
bir IGF-1 reseptér a-p hemimolekiil igeren bir molekiiler hibrid reseptoriiniin
saptanmasi IGF sistemine bagka bir komplekslik eklemistir.IGF-2/M6P reseptord,
bir amino terminal sinyal sekansi, genis bir ekstra sitoplazmik alan, tek bir
transmembran bolge ve bir karboksi terminali sitoplazmik kuyrugu da dahil olmak
lizere dort yapisal alandan olusan bir tip I transmembran glikoproteindir.
Belirtildigi gibi dort reseptorin her birine IGF-1, IGF-2 ve insiilinin baglanma
afinitesi birbirinden farklidir. (Hawkes ve Kar, 2004)

IGF-II/M6P
Receptor

M6P

Insulin Receptor IGF-1 Receptor IGF-VInsulin Hybrid

Receptor
L OL

N BN «— IGF binding >

ORNOOBEWNS

Cysteine-rich
Insulin binding iy s

((((((

egutar Reguistory

Ins = IGF-I > IGF-II IGF-1 = IGF-Il =Ins IGF-1 = IGF-Il >Ins IGF-II = IGF-I
Sekil.1.6. Insiilin, IGF-1, Insulin/IGF-1 hibrid ve IGF-2 reseptérlerinin yapisi.(Hawkes ve Kar,
2004)
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1.4.2.1. Tip-1 IGF reseptorleri

Tip-1 IGF reseptorleri; iki transmembran beta tnitesi ve hlicre disinda iki
alfa initesi igerir. Glikopeptid yapidadir. Tirozin kinaz aktivitesine sahiptir.
(LeRoith vd., 1995). Yapi1 ve fonksiyon olarak insiilin resptorlerine benzeyen Tip-
1 IGF-1 reseptorlerinin o ve B Uniteleri distlfid baglar ile birbirine baghdir. 1GF-
1', insiilin ile kiyaslandiginda yiiz kat daha fazla affinite ile baglarlar.

IGF-1, IGF-1 reseptorinin o initesine baglanir. Daha sonra 3 Uniteside
otofosforilasyon olur. Otofosforilasyonun  gerceklesmesi, tirozin kinaz
aktivitesinin olusmasina neden olur. Tirozin kinaz aktivasyonu ile endojen
substratlarda oldugu gibi reseptor UGzerindeki diger Onemli tirozinlerin

fosforilasyonu gergeklesir. (Amoui vd.,2001)

1.4.2.2. Tip-2 |GF reseptorleri

Tip-2 IGF reseptorlerinin hiicre disinda yerlesen uzunlamasina bir konum
alan zincirin devaminda kisa bir transmembran zinciri vardir. Polipeptid yapidadir
ve tek zincirlidir. Tirozin kinaz aktivitesinden yoksundur. (Hjortebjerg ve Frystyk,
2013).

Katyon bagimsiz mannoz 6- fosfat reseptorii lizozomal enzim trafigini
dizenler. Tip-2 IGF reseptéri bu reseptor ile ¢cok benzerdir. Bu nedenle IGF
mannoz 6-fosfat (M6P) olarak da adlandirilir. Hicre yizeyinden IGF-2’ye
baglanir boylece IGF-2’yi hiicre i¢ine alinmasina araci olur. Hiicre i¢ine alinan

IGF-2 lizozomlarda yikilir. (Nissley ve Kiess, 1991).

1.4.3. Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayic1 proteinler

Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici proteinler, IGF’lerin baglayici
proteinleridir ve dolasimda birlikte bulunurlar. IGFBP‘ler 24 ila 40 kDa arasinda
degisen boyutlardadirlar. N- ve C- terminalleri yuksek oranda benzerdir ve i¢
disulfid baglar1 vardir. IGF baglanmasinda N- ve C- terminal bdélgelerinin her
ikiside yiliksek duyarlilikla etkinlik gosterir. IGFBP’ler, IGF’lere Tip-1 IGF
reseptorlerinden daha yiksek affinitede baglanirlar. (Shimasaki ve Ling,1991).
Boylece Tip-1 IGF reseptor baglarini engellerler ve IGF‘lerin etkilerini

duzenlerler.
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Dolasimdaki baglayici proteinlerine bagli olmayan IGF'lerinin yar1 6mrii 30
dakikadir. Dolasimda IGFBP’ler ile bagli olanlarin yari émri ise 12-15 saate
kadar uzar. IGF'lerin akut etkilerinin ortaya ¢ikisini 6nlerler. Kapiller bariyerlerde
transport proteini olarak gorev yaparlar. (Guler vd.,1989)

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii baglayic1 proteinlerin iki anahtar dzelligi
bulunur.

e Sisteince zengin polipeptidlerdir.

Pre-peptidlerinde (16-20 sistein) ve primer aminoasit dizilimlerinde yiksek
benzerlik gosterirler.Yapisal olarak korunmus N terminal bolgelerinde IGFBP-
1,2,3,4 ve 5‘te; 12 sistein, IGFBP-6’da; 10 sistein, C terminal bdlgelerinde ise
6’sar sistein toplanmistir. N ve C terminal bolgeleri aralarindan bulunan orta
bolgenin kiiciik benzerlikleriyle ayrilirlar.

¢ IGF’lere yiiksek affinitede baglanirlar.

Bu etkinlikleri, N ve C terminal bdlgelerinin IGF’lere yiliksek afinitede
baglanabilmeleri i¢in dogru katlanmalariin bir sonucudur. Birka¢ farkli proteaz
bu proteinleri parcalamaktadir. Proteolitik yikim bu proteinleri ¢ogunlukla
inaktive eder veya IGF-1 ve IGF-2‘ye baglanma yetenegini azaltir. Birgok hiicre
tipinde bu proteazlarin salgilandigi gozlenmistir ve bu nedenle proteaz
aktivitesinin regiilasyonu, IGFBP’lerin aktivitesinin kontroliine de etki eder.
(Vivilan vd. ,1999)

IGFBP ailesinin alt1 {iyesinin tiimiiniin hem N- hem de C-terminalinde yer
alan spesifik sekanslar, yiiksek afiniteli bir IGF baglanma bolgesi olusturmak igin
cok dnemli bolgeleri icerir. Bununla birlikte, bu proteinlerin ¢ok sayida eylemi

aciklayan birden fazla yapisal motifi vardir.
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NH N-domain Linker domain C-domain COOH
? _\GF-binding | HBDL | 'HBD2 RGD
t
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Trends in Endocrinology & Metabolism

Sekil.1.7. Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici proteinlerin yapist ve baglama bélgeleri.

(Clemmons,2016).

Baglayic1 bolge(linker domain) olarak adlandirilan her bir IGFBP’in orta
bolgesi, protein aile liyeleri arasinda yapisal degisikliklerin olusmasini saglar. Bu
bolgede glikozilasyon, proteolitik bolinme ve fosforilasyon bdlgeleri
bulunmaktadir. IGFBP afinitesini  degistiren bu translasyon sonrasi
modifikasyonlar IGFBP’lere kars1 hiicresel yanitlari da
degistirir.(Clemmons,2016).

Niikleer lokalizasyon ve hiicre ylizeyi protein etkilesimi i¢in énemli olan
benzersiz sekans bolgeleri de vardir. Genel olarak bu etkilesimlerin, baglama
proteinine IGF-1 veya -2 baglanmasindan bagimsiz olarak gergeklestigi
distiniilmektedir. Baz1 ¢alismalar, IGFBP'lerin hiicrelere girebilecegini ve gesitli
hiicre 1i¢i hedeflere baglanabilecegini, bdylece cesitli hiicresel islevleri
degistirdigini gostermistir. Jones ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada hem IGFBP-
1 hem de -2, a5B1 integrine baglanmaya aracilik eden RGD sekanslart igerir ve bu
baglanma etkilesimi, hiicre gociliniin uyarilmas: ile iliskilendirilmistir.(Jones,
1993).Benzer sekilde, Feng ve arkadaslari bu integrine baglanan IGFBP-2'nin,
hiicre adezyonunu degistirdigi gostermistir.(Feng,2015). Russo ve arkadaslari,
IGFBP-2'nin heparin baglanma alan1 (HBD) yoluyla hiicre yiizeyi ve hiicre dig1
matriks Uzerindeki glikozaminoglikanlara baglandigi ve bu etkilesimin hiicre
gO¢iinii degistirdigi gostermistir.(Russo vd.,2005).

Hiicre yiizey proteinleri ve hiicre ici sinyal molekiilleri ile etkilesimler yag
karbonhidrat protein ve kemik metabolizmas ile ilgilidir. Bu etkilesimler hiicresel
fonksiyonlar1 degistirir ve bazi durumlarda IGF-1 ve 2 etkilerini kontrol etmek
icin reseptorlerinin aktivasyonundan sonra aktive edilen sinyalleme elemanlari ile

koordineli olarak ¢aligirlar.(Clemmons, 2016)
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1.4.3.1. insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici protein-3

Bu calismada, kanser, diyabet ve bircok metabolik hastaligin olusum ve
gelisiminde hem biyobelirtec hem de alternatif bir tedavi icin bir biyoterdpatik
ajan olarak gorulen IGFBP-3’ (in, E. coli hlcrelerinde tretimi denenmistir.

Insiilin benzeri bilyiime faktérii baglayici protein-3, IGFBP ailesinin diger
bes iiyesine giiglii bir baglantiya sahip olan ¢ok islevli bir proteindir. (Daza
vd.,2011). IGFBP-3'iin molekiil agirhigi, 35 kDa ‘dur. (Wood vd.,1988) IGFBP-3,
tek bir baglanma yeri icin rekabet eden IGF-1 ve IGF-II igin ana dolagim tasima
proteinidir. (Martin ve Baxter, 1986).Yapisinda oniki sistein aminosidi ve alti
distilfit bagi igerir.

Dolasimdaki IGFBP’lerin  %60’dan fazlas1 IGFBP-3’tiir. IGFBP-3
IGFBP’lerin en 6nemli olanidir. IGFBP-3 diger IGFBP’ler gibi bir ¢ok hiicre tipi
tarafindan salgilanir ve dolasimda yetiskinlerde 3-5mg/L konsantrasyonlarinda
bulunur. (Friedrich vd., 2014).  Ancak diger baglayici proteinlerin aksine,
IGFBP-3 iiretiminin birincil alanlar1 sadece karacigerin epitel hiicreleri degil, ayni
zamanda IGF dretiminin birincil bolgeleri olan hepatositlerdir. Bu nedenle
IGFBP-3, bobrek, bagirsak, rahim ve plasenta gibi ¢esitli diger dokularda da
tretilir. Insanlarda IGFBP-3 iiretiminin baslica regiilatorleri biiyiime hormonu ve
beslenme faktorleridir.

IGFBP-3 potansiyel bir hiicre biiyiime inhibitoriidiir. Farkli hicre
kulttrlerinde IGFBP-3'lin IGF ile bagli olmadiginda DNA sentezini inhibe ettigi
gosterilmistir. (Ranke ve Emeritus, 2015). Ayrica Firth ve Baxter tarafindan
IGBFP-3’1in, IGF-1 ve IGF-2'nin anabolik ve mitojenik peptidlerini yuksek afinite
ile baglayip ve ortak reseptorlerine erigsimlerini kisitlayarak, in vitro ve in vivo
birgok sistemde biiylime oOnleyici etkisi oldugundan bahsedilmistir. (Firth ve
Baxter,2002). Izole IGFBP-3 fragmanlarmin IGF-baglanma afinitesi 6nemli
Ol¢iide azalmis olmasina ragmen, gesitli hiicre sistemlerinde biiyiime-engelleyici
aktiviteyi muhafaza ettigi yoniinde raporlar bulunmaktadir.(Lalou vd.,1997).

Ortadaki baglayic1 bolgede, heparin baglanma alanlar1 (HBD) bulunur.
Bagka bir HBD baglama alan1 C- terminal bolgede bulunur. IGF baglanmasi, hem
N- hem de C- terminallerinde meydana gelir ve 1le56, Leu80, Leu81 iceren N-
terminal bolgesi, IGF-1 baglanmasi i¢in 6nemli olan bir hidrofobik cebe katkida

bulunur. Birgok molekiiler etkilesim C- terminal dizisinde bulunmaktadir.
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Ornegin, C- terminalinde 228-232 kalintilari, ALS, IGF-1 ve heparin baglanmasi
icin gereklidir. C-terminalde 215-232 arasindaki onemli kalintilarda, nukleer
transport faktori importin-p yoluyla ¢ekirdege translokasyona neden olan bir
niikleer lokalizasyon dizisi (NLS) bulunmaktadir. N-terminalindeki kalintilar ve
C- terminalindeki motifler, niikleer partnerler RXRa ve retinoik asit reseptori
(RAR0) ile etkilesime girmektedir. NLS'yi ve bir kaveolin baglanma dizisini
kapsayan bir metal baglama alan1 (MBD), C- terminalinde bulunur. (Yamada ve
Lee, 2009).

RXRa and RARq,
residues Thr58, Arg60 (208)

|GFBP'3 N-terminal
Structure
IGF-1 & IGF-2 Mid-region
liesé, Leuso, Leu®! "
IGF-1 & IGF-2, (5,26, 84) MMPs and/or serine
residues 228-232 proteases (13, 72)
C-terminal 264 (5.73,84)

* Humanin, region distinct
from IGF-binding (125

* LRP-1 receptor, location
unknown

Serine proteases, with Heparin, dermatan sulfate,
resultant fragmentof _ ECM, unmasked with C-
1-212 5) terminal deletion (70, 77, 256)

LTBP-1, region with

cysteine repe

HBD residues 241-256 (s0)
« Glycosaminoglycans, heparin,

dermatan sulfate, ECM bind at HBD

( ALS, residues 213-226 (17)
@3) Transferrin,

« Fibrinogen, fibrin, fibronectin, residues 228.230 ; NLS residues 215-232 210)
plasmin, plasminogen bind at HBD (149, 244) vy * Importin B, binds to NLS (210)
)

(29,99 * RXRa & RARa, motifs 2'LysLysLys, 22LysGlyArgLysArg (209)

MBD; SpenE NLE X » Type 1a collagen, close proximity to NLS (162)

caveolin-binding
sequence (223)

Sekil.1.8.Insiilin benzeri biiyiime faktdrii baglayict protein-3 yapisi ve baglama bolgeleri.

(Yamada ve Lee,2009).

IGF-1, IGFBP-3, ALS Uclii Kompleksi:

Dolasimdaki IGFBP-3’lerin %90’indan fazlas1 IGF-1 veya IGFBP-3 ve
ALS (acid labile subunit) olarak yiiksek molekiler katleli Ggli bir kompleks
halinde bulunur. (Baxter vd.,1989) IGF'ler 150-kDa kompleksler halinde
tagimirlar. Bu durum, IGF’lerin plazmada yarilanma omriinii uzatir ve hedef

dokular icin bir IGF rezervuar1 saglar.150kDa’luk ii¢lii kompleksin olusumu,

dolasimdaki IGF’lerin dokulardaki biyoaktivitesini belirler. (Rechler,1993).
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IGFBP-3 (e

ALS IGFBP._/

l 1GFBP-2 protease
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Sekil.1.9. IGF’lerin IGFBP-3 ile plazmada tasinmasi. IGFBP-3 (mavi) ’iin proteolizinin
siirlandirilmasi, IGFBP-3’tin ALS(yesil) ile birlikte 150-kDa’luk kompleksin bir pargasi olmasi
ile olur. 30-kDa’luk IGFBP-3 fragmenti IGF’ler(kirmiz1) ile baglanir ancak kuguk fragment
IGF’ler ile baglanmaz. Iki fragment de 150-kDa kompleksle bagli kalir ancak IGF nin ayrilmasi
kolaylagir. Serbest birakilan IGF, endotel bariyer tek basina veya diger diisiik molekiil agirlikli
IGFBP'lerle (sar1) asar. (Rechler ve Clemmons, 1998)

Lassarre ve Binoux, 30kDa’luk IGFBP-3 fragmentinin IGF-1 icin 50 kat
daha az affiniteye sahip oldugunu (ayrica IGF-1I igin de 20 kat daha az afiniteye
sahip oldugunu) bdylece proteolizin kisitlandigimi ve IGF-1’in 150kDa’luk
kompleksten salinimini kontrol ettigini belirlemistir.(Lassarre ve Binoux, 1994).

Blat ve arkadaslar1 IGFBP-3’lin proteolitik aktivitesini arttirmanin
serumdaki IGF-1’leri serbest biraktigini ve in vitro’da yiiksek mitojenik aktivitesi
belirlemistir. (Blat vd.,1994).

150 kDa kompleks ile birlikte IGFBP-3’iin sinirli proteolizinden sorumlu
proteaz belirlenememistir. Matriks metaloproteaz 1 ve 3 ‘lin ikisi de ve serin
proteaz, hamile tavsan serumunda IGFBP-3 proteaz aktivitesine katkida bulunur,
ama IGFBP-3’1in direkt proteolizi veya proteaz aktivitesindeki 6nemleri heniiz net
degildir. Katyon bagimli serin proteaz hamile insan serumunda IGFBP-3’iin
proteolitik aktivitesine plazmi ve thrombin ile birlikte katkida bulunur. (Rechler
ve Clemmons, 1998)

IGFBP-3 ile yapilan klinik ¢aligsmalardan 6zetlenirse;

IGFBP-3 proteaz aktivitesi cerrahi, akut tibbi hastalik ve kronik hastaliklar
(HIV enfeksiyonu, ¢ocuklarda protein yoksunlugu ve yetersiz kontrollii diyabet)
sirasinda artar ve tedavi veya iyilesme sonrasinda azalir, bu durum metabolik
hastaliklara genel tepkiye katkida bulundugunu disiindirir. (Davenport
vd.,1992).

IGFBP-3"in 29 kDa'lik bir N terminal proteolitik pargasi, kronik bobrek

yetmezligi olan hastalarin serumunda birikir (Durham vd.,1997).
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IGF'lere ait olan biyolojik etkinin biiyiik bir kism1 bir otokrin veya parakrin
seviyesinde gerceklesmesine ragmen, plazmada 150-kDa kompleksinden
IGF'lerin salinimi, dolasimdaki IGF'lerin 6nemini tartistirmaktadir.

IGFBP-3, IGF-1 varligindan daha disiik etkilesimde olsa da, IGF-1
yoklugunda in vitro’da ALS ile etkilesime girebilir. (Lee ve Rechler ,1995).

150 kDa’luk kompleksin, endotel hiicre bariyerini gecememesi, hipoglisemi
riski olmadan IGF’lerin yiiksek konsantrasyon plazmada bulunmasina olanak
verir. Bu homeotatik mekanizmanin bozulmasi, IGF-II mRNA asir1 iireten ve
kismen islenmis olarak salinan mezenkimal tiimorler bulunan insiilinin
yoklugunda hipogliseminin goriildiigii ,non-reseptor hucre tumaord hipoglisemi
sendromuna (NICTH) neden olur. (Zapf ,1995).

Hipoglisemideki kritik faktor, hipoglisemi hastalarinin plazmalarindaki
IGF-II'nin  150-kDa komplekslerinden kilcal bariyeri gegebilecek 50- kDa
komplekslerine yeniden dagitilmasidir. (Daughaday ve Kapadia,1989).

150-kDa kompleks olusumunun azaltilmasi, kismen IGF-II Oncusu
tarafindan pituiter biiylime hormonu (GH) sentezinin bastirilmasiyla sonuglanir ve
bu da GH'ye bagimli ALS'in sentezini azaltir. Yash bir NICHT hastasinin GH
tedavisi, 150 kDa komplekslerini restore etmis ve bir yildan fazla bir siirede
hipoglisemi basarili bir sekilde tersine ¢evrilmistir. (Baxter vd.,1995).

Twigg ve Baxter’in ¢alismasinda belirtildigi tizere diger IGFBP'ler arasinda
yalnizca IGFBP-5, ALS ile benzer kompleksler olusturur. (Twigg ve
Baxter,1998).
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2.MATERYAL
2.1.Kimyasallar

Maya ekstrakti, Sodyum Klorur (NaCl), Tripton, Agar, Ampicillin, Agaroz
SafeView boya, Sodyum Dodesil Silfat (SDS), Sodyum Hidroksit (NaOH),
Sarkosyl, Ure, Tris, Hidroklorik asit(HCI), Potasyum Asetat(KAc), Potasyum
Klortr(KCI), Kalsiyum Klortr(CaClz), Mangan(ll) Klorir(MnCly), Gliserol,
Asetikasit, 3-(N-morpholino)propansulfonik asid(MOPS), Potasyum Hidroksit
(KOH), Etilendiamin tetraasetik asit(EDTA), Potasyum Fosfat
Monobazik(KH2POa4), Potasyum Fosfat Dibazik(K2HPOa4), 2-merkaptoetanol, %30
Akrilamid-bisakrilamid  ¢ozeltisi, Amonyum  Persulfat(APS), N,N,N',N'-
tetrametiletan-1,2-diamin(TEMED)  Bromfenol  Blue, Izopropil B-D-1-
tiyogalaktopiranozid(IPTG), Coomassie Brilliant Blue. Sigma ve Carl Roth

firmalarindan temin edildi.

2.2. Tamponlar ve Cozeltiler

Ampisillin Stok Cozeltisi:

150mg/ul ampisilin distile suda c¢ozulda. Steril filtreden gecirildi ve
alikodlandi.
TBF-1 Tamponu:

30mM KAc, 100mM KCI, 2mM CaCl;, 50mM MnCl,, %15 gliserol
¢ozeltisi hazirlandi. pH:5.8 2M asetik asit ile ayarlandi. Steril filtreden ge¢irildi.
TBF-2 Tamponu:

10mM MOPs, 75mM CaClz, 10mM KCI, %15 gliserol pH:6.8 2M KOH ile
ayarlandi. Steril filtreden gecirildi.
TAE Tamponu(10X):

48,4 g Tris, 10 mL asetik asit, 2,92 g EDTA llitre saf suda ¢oziilerek
hazirlanda.
%1 (w/v) Agaroz Jel:

Agaroz jel ihtiya¢c olan hacimde 1X TAE tamponunda isitilip ¢oziilerek
hazirlandi.
IPTG:

0,5M IPTG stok ¢ozeltisi hazirlandi.
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Homojenizasyon Tamponu:

50mM KH2PO4 300mM NaCl hazirlandi. 2 M KoHPOs ile pH:7.4%¢
ayarlandi.

Lizis Tamponu:

50mM Tris, 200mM NaCl, 20mM 2-merkaptoetanol hazirlandi. HCI ile
pH:7.8’e ayarlandi.

SDS-PAGE Ayiwrma Jeli Tamponu:

0,4 % (w/v) SDS, 1,5 M Tris-HCI, pH: 8,8 hazirland:.
SDS-PAGE Aywma Jeli:

Iki jel kapasiteli, jel dokme tanki igin; 3,37mL distile su; 2,6mL ayirma jeli
tamponu; 4mL %30 akrilamid bisakrilamid c¢ozeltisi; 0,05mL %10 APS; 0,01mL
TEMED hazirlanip jellesmeden dokiildii.

SDS-PAGE Ust Jel Tamponu:

0,4 % (w/v) SDS, 0,5 M Tris/HCI, pH: 6,8 hazirlandi.
SDS-PAGE Ust Jel:

3,0omL distile su; 1,5mL Ust jel tamponu; 0,67mL %30 akrilamid
bisakrilamid ¢06zeltisi; 0,025mL %10 APS; 0,006mL TEMED ayirma jeli
donduktan sonra hazirlanip dokiildii.

SDS- PAGE Yuriitme Tamponu(10X):

%1 SDS, 2M Gilisin, 0,25M Tris-HCI pH:8,5 hazirland:.
SDS-PAGE Ornek Yiikleme Tamponu:

0,25M Tris-HCI, %20 gliserin, %4 SDS, %0,04 Bromfenol Blue, %5 2-
merkaptoetanol hazirlandi.

Coomassie Boyama Cozeltisi:
0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue, 50 % (v/v) etanol, 10 % (v/v) asetik

asit hazirlandi.
2.3. PCR Karisim

MgCl,, pET vektorii i¢in 5°T7 Promotor, 3’T7 Terminator primerleri,
Green GoTaq reaksiyon tamponu, DNA polimeraz, dNTP karigimi, kalip DNA



27

2.4.Enzimler

DNA polimeraz, Hindlll ve Xhol fast digest restriksiyon enzimleri, DNA
ligaz enzimleri kullanild:. 1lgili enzimler NEB ve ThermoScientific firmalarindan

temin edildi.

2.5.Kitler

Thermo Sci. GeneJET Jel Ekstrasiyon Kiti ve Thermo Sci. GeneJET
Genomic DNA Saflastirma Kiti kullanilmistir.

2.6.Cihazlar

Termal cycler, sonikat6r, sogutmali santrifiijler, tarti, -80 ve -20 °C
dondurucu, UV lamba, agaroz jel elektroforezi ylritme sistemi, SDS-PAGE
yuritme sistemi, spektrometre, ¢alkalayici inkiibatorler, mikrodalga, manyetik
karigtiric, pH metre, buz makinesi, vorteks, termal blok, orbital karistirici,

otoklav.
2.7.Diger Sarf Malzemeler

PCR tipleri (0,2 ml), ependorf tipler(1,5 ve 2ml), falkon tipler(15 ve 50ml)
steril petri kaplari, steril filtreler 0,2 pum,erlenler, pipet uglari, HisPur Ni-NTA
manyetik boncuklar, GeneRuler Express DNA Ladder, Pierce™ Unstained

Protein Marker.Thermo Scientific firmalasindan temin edildi.
2.8.Bakteriler

Bu calismada, molekiler biyoloji calismalarinda birgok susu rutin olarak
kullanilan gram negatif bir bakteri olan Escherichia coli (E.coli) ‘nin ti¢ farkli

susu kullanilmistir.
2.8.1. E.coli Turbo

Bu sus klonlama calismalarinda kullanilmigtir. Sus 6zellikleri asagida

aciklanmistir. Bu 6zelliklerin nedeni olan genotipler parantez i¢inde verilmistir.
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Mavi/Beyaz Gériintii (F’ A(lacZ)M15):B-gal’in o-fragmentini yapar; A(lacproAB)
kromozomdaki B-gal genini siler.pUC19 ve benzer plazmidler B-galaktosidazin a-
peptidini kodlar. (lacZ). a-peptid, o-fragment ile F~ tizerinden taginarak birlesir.3-
galaktozidaz bu sekilde yeniden olusarak X-gali parcalayabilir ve platete mavi
koloniler olusturabilir.
Rekombinasyon (recA+): Homolog dizileri rekombine eden bir tamir sistemine
sahiptir.
Endonukleaz 1 (endAl): Wild tip E.coli hiicreleri peripazmik bosluklarinda
nonspesifik endonukleazlar bulunur. Bu hiicrelerden hazirlanan plazmidlerin
degredasyonuna neden olabilir. Bu mutasyon endoniikleazlari kaldirir bu nedenle
daha guvenlidir,
A(hsdS-mcrB)5: Wild tip E. coli K12 suslarinin DNA’y1 AAC(N6)GTGC ve
GCAC(NG)GTT  bolgelerinden parcalayan EcoK Tip | restriksiyon
endoniikleazlar1 vardir. E. coli DNA’lar1 metil —transferaz ile bu degredasyondan
korunur ancak yabanct DNA bu bolgelerden kesilebilir.  hsdS silme hem
endoniikleaz1 hem de EcoK metiltransferaz aktivitesini ortadan kaldirir.

E.coli mcrA, mcrB ve mrr tarafindan kodlanan, okaryotik hiicrelerde tipik
metilizasyon kaliplari ile DNA’y1 pargalayan enzim sistemine sahiptir.
M13 faj duyarhiigi (F): M13 ve diger benzer fajlar tarafindan enfeksiyon bazi
E.coli suslar tarafindan taginin F plazmidinin sagladig1 E.coli yiizey 6zelliklerini
gerektirir. F plazmid genellikle diger yararli DNA’lar1 yasimak i¢in modifiye
edilir. Modifiye edildigi zaman F” olarak adlandirilir.
T1 Faj Direnci (fhuA2): T1, asir1 derecede viriilant bir fajdir ve infektivitesi igin
E.coli ferrik hidtoksamat alim reseptorii gereklidir. Bu genin silinmesi hiicrenin
transformasyon etkinligini veya biiylime karakteristigini etkilemeden bu faja
direnclilik saglar.
Lac Promotor Kontroli (laclq ): Lac represorii, ekspresyon plazmidleri tarafindan
siklikla tasinan lac tac ve trc promotorlarindan ekspresyonu bloke eder. Lac
represOru seviyesi, transformasyon veya hiicre biiylimesi sirasinda bu promotorler
yoluyla ekspresyonu inhibe etmek igin yeterli degilse, diisiik ekspresyon
seviyeleri bile transformasyon verimliligini azaltir ve istenmeyen transformantlara

kars1 segilebilir. laclq suslarindaki Lac represorlerinin ekstra molekulleri, IPTG
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eklenene kadar promotor aktivitesini en aza indirmeye yardimci olur.(NEB, a,
2018)

2.8.2. E.coli BL21

Bu sus protein Uretimi ¢alismalarinda kullanilmistir. Sus 6zellikleri asagida
aciklanmistir. Bu 6zelliklerin nedeni olan genotipler parantez i¢inde verilmistir.
T7 RNA Polimeraz(T7 genel): Kromozom iginde bulunan ADE3 profaji ile
kodlanir. T7 RNA polimeraz lacUV5 promotdriinden eksprese edilir.bu katabolit
baskilanmasima wt lac promotoriinden daha az duyarlidir. Boylece DE3 suslar
indiiklenmemis hedef protein ekspresyonu gosterir. ADE3 normalde ev sahibi
kromozomda uykuda olsa da, SOS kaskadinin indiiksiyonu E.coli kromozomuna
dogrudan ya da dolayli olarak zarar veren proteinlerin sentezlenmesi sonucu
ortaya ¢ikar. Bu hiicre lizisine neden olur. T7 Express suslar1t DE3 profaji1 tagimaz
ve SOS yanitin1 daha iyi tolare eder.

Proteaz FEksikligi ([lon] ompT): E.coli B suslarinin, K-12 suslarinda yanlis
katlanmis proteinleri bozmaya ve bazi hiicre donglisiine 0zgli proteinlerin
birikmesini onlemeye yarayan lon proteazlar1 yoktur. OmpT proteazi, hem K-12
hem de B suslarinda wild tip E.coli'nin yizeyinde bulunur ve muhtemelen
hiicrelerin dis ortamlarindan amino asitleri tiiretmesine yardimci olur. Bu iki
proteazi olmayan hiicreler, klonlanmis genlerden elde edilen proteinlerin
uretimine daha uygundur.

T1 Faj Direnci(fhuA2): T1, asir1 derecede viriilant bir fajdir ve infektivitesi igin
E.coli ferrik hidtoksamat alim reseptorii gereklidir. Bu genin silinmesi hiicrenin
transformasyon etkinligini veya biiyiime karakteristigini etkilemeden bu faja

direnglilik saglar.(NEB, b, 2018)
2.8.3. E.coli Shuffle T7 Express

Bu sug protein iiretimi ¢aligmalarinda kullanilmistir. Sus 6zellikleri asagida
aciklanmistir. Bu 6zelliklerin nedeni olan genotipler parantez iginde verilmistir.
Sitoplazmada  disiilfid baglart olusumu: Normalde E.coli sitoplazmasindaki
rediiktaz, sisteinleri rediiklenmis formda tutar boylece burda olusabilecek

herhangi bir disiilfid bagini azaltir. Shuffle, glutaredoksin rediiktaz ve tioredoksin
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rediiktaz i¢in silinen genlere sahiptir(Agor AtrxB), bunlar sitoplazmada disulfit
bagi olusumuna izin verir. Mutasyonlarin bu kombinasyonu normalde
oldartcudir, ancak bu durum peroksietoksin enzimindeki bir mutasyonla
bastirilir(ahpC *).Ek olarak Shuffle Express, periplazmik disiilfid bagi izomeraz
DsbC'nin sinyal sekans1 olmayan ve onu sitoplazmada tutan bir versiyonudur. Bu
enzimin, yanlig oksitlenmis baglar1 diizeltmek ve uygun katlanmay1 desteklemek
icin ¢oklu disiilfid baglar1 olan proteinler lizerinde etkili oldugu gosterilmistir.
Sitoplazmik DsbC icin gen, kromozom (zerinde bulunur.

Endoniikleaz I FEksikligi (endAl): Wild tip E.coli hicreleri peripazmik
bosluklarinda nonspesifik endoniikleazlar bulunur. Bu hiicrelerden hazirlanan
plazmidlerin degredasyonuna neden olabilir. Bu mutasyon endoniikleazlar
kaldirir bu nedenle daha glivenlidir.

Proteaz Eksikligi ([lon] ompT): E.coli B suslarmin, K-12 suslarinda yanlis
katlanmig proteinleri bozmaya ve bazi hiicre dongilisiine 6zgili proteinlerin
birikmesini 6nlemeye yarayan lon proteazlari yoktur. OmpT proteazi, hem K-12
hem de B suslarinda wild tip E.coli'nin yizeyinde bulunur ve muhtemelen
hiicrelerin dis ortamlarindan amino asitleri tiiretmesine yardimci olur. Bu iki
proteazi olmayan hiicreler, klonlanmis genlerden elde edilen proteinlerin
uretimine daha uygundur.

T1 Faj Direnci(fhuA2): T1, asir1 derecede viriilant bir fajdir ve infektivitesi igin
E.coli ferrik hidtoksamat alim reseptorii gereklidir. Bu genin silinmesi hiicrenin
transformasyon etkinligini veya biiylime karakteristigini etkilemeden bu faja

direnclilik saglar.(NEB,c,2018)
2.9.Vektorler

PET sistemi, E.coli'de rekombinant proteinlerin klonlanmasi ve ekspresyonu
icin gelistirilmis en gucll sistemdir. Hedef genler, glcli bakteriyofaj T7
transkripsiyonu ve (istege bagl olarak) translasyon sinyallerinin kontrolii altinda
pET plazmidlerinde klonlanir, ekspresyon, konakg¢i hiicrede bir T7 RNA
polimeraz kaynagi saglanarak indiiklenir.T7 RNA polimerazi, hiicrenin
kaynaklarmin hemen hemen hepsinin hedef gen ifadesine doniistiiriildiigii ¢ok
secici ve aktiftir; Istenen iiriin, birka¢ saatlik indiiksiyondan sonra toplam hiicre

proteininin% 50'sinden fazlasini igerebilir. Bu sistemin bir baska énemli yarari,
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indiiklenmemis durumda hedef genlerin korunma Kkabiliyetidir. Hedef genler
baslangicta T7 RNA polimeraz genini igermeyen konake1 kullanilarak klonlanir,
bOylece konakei hiicreye potansiyel olarak toksik olan proteinlerin {iretiminin
neden oldugu plazmid kararsizligi ortadan kaldirilir. Bir nonexpression konakgida
olusturulduktan sonra, plazmidler daha sonra lacUV5 kontrolii altinda T7 RNA
polimeraz geninin bir kromozomal kopyasini igeren ekspresyon konakgilarina
aktarilir ve ekspresyon IPTG ilavesiyle indiiklenir.iki tip T7 promoteri ve bazal
ekspresyon seviyelerini baskilamak i¢in farkliliklar gosteren cesitli konaklar
mevcuttur, bu da biiylik esneklik saglar ve c¢ok c¢esitli hedef genlerin
ekspresyonunu optimize eder.

Bu caligmada pET 21a ve pET 22b olmak {izere iki farkli pET vektorii
kullanildi.

2.9.1. pET22b

PET-22b vektoru; potansiyel periplazmik lokalizasyon igin bir N-terminal
pelB sinyal dizisini ve C-terminali His - Tag dizisini tasir. Plazmid haritasi
asagidaverildi. E.coli periplazmasinda bulunan disiilfid oksidorediiktazlar ve
izomerazlar, periplazmayi belirli terap6tik proteinlerin ekspresyonu i¢in ideal bir
bolim haline getirerek, disiilfid baglarmm olusumunu katalize ederek uygun

sekilde katlanmis, ¢6ziinebilir proteini saglar.

T7 promoter primer #60348-3

Bglll T7 promoter > lac operator Xbal rbe
Tar dar |
ngg| S pelE leader Msc| ool BamH| EcoR| Sac
Eagl Aval' signal peplidase
Sall  Hind il _ Mot Xho His-Tag Bpurt102 |

TT terminator T7 tarminator primer #69337-2

pET-22b(+) cloning/expression region
Sekil.2.1. pET-22b vektori klonlama ve ekspresyon bélgeleri. (Novagen, a, 2018)

GenScript firmasindan IGFBP-3 gen bdlgesi klonlanmis olarak siparis
edilen pET22b/IGFBP-3 gen dizisi asagidaki gibidir. Periplazmik lokasyon igin
pelB sinyal dizisini iceren bu vektor protein ekspresyonu igin E.coli BL21

hiicrelerine transforme edildi.
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AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATT
TTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCG
AGCTCCGTCGACAAGCTTATGGGCGCGAGCAGCGCGGGCCTGGGCCCGGTGGTGCGTTGCGAACCGTGCGATGCGCG
TGCGCTGGCGCAGTGCGCGCCGCCGCCGGLCGGTGTGCGCGGAACTGGTGCGTGAACCGGGCTGCGGCTGCTGCCTGA
CCTGCGCGCTGAGCGAAGGCCAGCCGTGCGGCATTTATACCGAACGTTGCGGCAGCGGCCTGCGTTGCCAGCCGAGC
CCGGATGAAGCGCGTCCGCTGCAGGCGCTGCTGGATGGCCGTGGCCTGTGCGTGAACGCGAGCGCGGTGAGCCGTCT
GCGTGCGTATCTGCTGCCGGCGCCGCCGGCGCCGGGCAACGCGAGCGAAAGCGAAGAAGATCGTAGCGCGGGCAGC
GTGGAAAGCCCGAGCGTGAGCAGCACCCATCGTGTGAGCGATCCGAAATTTCATCCGCTGCATAGCAAAATTATTATT
ATTAAAAAAGGCCATGCGAAAGATAGCCAGCGTTATAAAGTGGATTATGAAAGCCAGAGCACCGATACCCAGAACTTT
AGCAGCGAAAGCAAACGTGAAACCGAATATGGCCCGTGCCGTCGTGAAATGGAAGATACCCTGAACCATCTGAAATTT
CTGAACGTGCTGAGCCCGCGTGGCGTGCATATTCCGAACTGCGATAAAAAAGGCTTTTATAAAAAAAAACAGTGCCGT
CCGAGCAAAGGCCGTAAACGTGGCTTTTGCTGGTGCGTGGATAAATATGGCCAGCCGCTGCCGGGCTATACCACCAAA
GGCAAAGAAGATGTGCATTGCTATAGCATGCAGAGCAAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCT
AACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAA
CGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

IGFBP-3 gen dizisi sar1 ile gosterilen Hind III ve Xhol restiriksiyon
bolgelerinden kesilerek pET21a vektoriine klonlandi.

2.9.2. pET 21a

pET-21a vektorii; plazmid haritas1 asagidaki gibidir. IGFBP-3 gen dizisi sar1
ile gosterilen Hind 11l ve Xhol restiriksiyon bolgelerinden kesilerek pET2la
vektorune klonlandi. pET21a/ IGFBP-3, protein ekspresyonu igin E.coli BL21

hiicrelerine transforme edildi.

Aova l[158)

Sty Iis7)
Bpul102 liso)

Eag I{168)
Hind H173)
Sal 179
Sac 1800
EcoR l{192)
BamH lj198)

Mbwe 1(231)
Dra llis201) Mde li238)

‘_,'-_-:.-.-'-— i Bor 1lass)
gl 1lizaz)
o Sgra I(z83)
- k&g-;'f 5432 gl
-
. PN 54

oy
i

Sca lias3a)

P Hasza) Ml 1 1084)
P=t lf4303) Bl I(107E)
BsLE llj1245)
Brmg I(1273)
Bsa lia11e Apa W1275)
Eam1 105 Ijsnse) pET—21 a{‘F}

(5443bp) L2

BssHII(1475)
coR Vi1514)
Hpa li1s7o)

AlwM N 3sET) PshaA I{1909)

Ppubd Ikz171)
PspS IN2171)
BsplU11 l{3185) Bpu1d 12271}
Sap l(3049)

Bst1107F I(Z336)

Tth111 lze10)

Sekil.2.2.pET-21a vektorl plazmid haritasi.(Novagen, b, 2018)

BspG l(z631)
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3.METOD

3.1.Biiyiime Ortamlari

Kullanilan E.coli hiicreleri icin biiylime ortamlari hazirlandi.

Kullanilan biiyiime ortamlari;

Luria -Bertani (LB): %0,5(w/v) Maya ekstrakti, % 1(w/v) NaCl, %1 (w/v)
Tripton

LB Agar: %0,5(w/v) Maya ekstrakti, % 1(w/v) NaCl, %1 (w/v)
Tripton,%1,5(w/v) Agar

Segici biliyiime ortami i¢in kullanilan Ampisillin ¢ozeltisi 150ug/ml stok

¢ozeltisi olarak hazirlandi ve bliyiime ortamlaria eklendi.
3.2.Sterilizasyon

Sicakliga dayanikli ¢Ozeltiler, biyiime ortamlart ve kullanilan sarf
malzemeler(pipet uglari, ependorf tiipler) kullanilmadan 6nce otoklavlandr (25
dakika, 121 °C ve 2 bar).. Sicakliga dayanikli olmayan ¢ozeltiler(antibiyotik

cozeltileri) stok ¢ozelti olarak hazirlandi ve 0.2 um membran filtreden gegirildi.
3.3.Restriksiyon Enzimleri ile Kesim ve Agaroz Jelden izolasyon

Gen Script firmasindan siparis edilen kodon optimize pET22b/IGFBP-3
geni liyofilize olarak -20°C’de saklandi. 6000g’de 1dk +4°C santrifiijlendi. Son
konsantrasyon 0,1pug/pl olacak sekilde steril su ile ¢oziildii.

Thermo Scientific markali Fast Digest HindIIl ve Xhol restriksiyon
enzimleri ile kesildi ve insert bolge alindi. Ayrica pET2la vektorii ayni
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesim i¢in firma prosediirii kullanildi. +65°C’de
enzim aktivitesi durduruldu. Agaroz jele yiklendi ve elektroforez yirutildia. UV
151k altinda goriilen fragmentler Thermo markali agaroz jel izolasyon Kkiti ile firma

prosediiriine gore alind.
3.4.Ligasyon

Kesim sonrasi jelden izole edilen insert ve vektor DNA konsantrasyonlari
6l¢lldu. Konsantrasyon ve boyut degiskenleri ile NEB Calculator ile hesaplanan

oranlarda, insert DNA, vektor DNA, ligaz enzimi ve ligasyon tamponu
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kullanilarak ligasyon karisimi hazirlandi. 16°C’de gece boyu inkibe edildi. Ligaz
aktivitesi 65°C’de 10dakika inkiibasyon ile durduruldu. Ligasyon karigimi,

kompetent E.coli Turbo hiicrelerine transformasyon i¢in kullanildi.
3.5.Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Kimyasal kompetent hiicre hazirlanmasi igin -80°C’deki E.coli Turbo hiicre
stogundan gece kiiltiirii LB ortama ekildi. Gece kiiltiiriinden 50mL LB ortamina
%1’lik inokiilasyon yapildi. ODeoo 0,4-0,5 oluncaya kadar 37°C’de 200rpm de
inkibe edildi. Hicreler inkiibatorden alinarak 15 dakika buzda bekletildi. Daha
sonra kultir 3600rpm, +4°C’de 10 dakika santrifijlendi. Stipernatant atildi, pellet
15mL TBF-1 tamponu ile sispanse edildi. 15dakika buzda bekletildi.
3600rpm,+4°C’de 10 dakika santrifiijlendi. SUpernatant atildi, pellet 2,5mL TBF-2
tamponunda stspanse edildi, 5 dakika buzda bekletildi. Porsiyonland: ve -80°C’de

saklandi.
3.6.Transformasyon

-80°C’de saklanan kompetent E.coli Turbo hucreleri 15 dakika buzda
bekletildi. 50ul transformasyon tiipline alindi. 5Spl ligasyon karisimi eklendi. 30
dakika buzda inkiibe edildi. 42°C’de 45 saniye 1s1 soku uygulandi. 5 dakika buzda
bekletildi. 950ul LB besiyeri eklendi ve 1 saat, 200rpm, 37°C’de inkiibe edildi.
pET21a vektorunin direngli oldugu antibiyotik olan ampisilin iceren LB agara

ekim yapildi. 37°C’de gece boyu inkiibe edildi.
3.7.Koloni PCR

Ampisilin igeren segici ortama ekilip inkiibasyona birakilan ilgili vektor
tastyan hicrelerin taramasi i¢in koloni PCR yapildi. Her bir koloniden pipet ucu
ile alinarak PCR tiipiine aktarildi. 15ul PCR karisimi eklendi. Amplifikasyon igin
PCR programi: 95 °C, 5 dak; 95 °C, 45 s; 55°C, 45s ;72 °C, 2 dak (30 dongu); 72
°C, 10 dak ; 4°C, . olarak ayarlandi.

3.8.Agaroz Jel Elektroforezi

Koloni PCR {rinleri Agaroz jel Elektroforezi ile kontrol edildi.%1 (w/v)

agaroz 1X TAE tamponu ile ¢oziilerek hazirlandi. Goriintuleme igin SafeView
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boyasi eklendi. Jel iinitesine dokiildii, sertlestikten sonra taraklar ¢ikarildi ve
IXTAE tamponu Uzerini gegecek kadar eklendi. 6X yikleme tamponu ile
karistirtlan tiim PCR firiinleri jel kuyucuklarina yiiklendi. 100volt, 30 dakika
yiiriitiildii. DNA fragmentleri UV 1s1k altinda goriintiilendi.

3.9.Ekspresyon Suslarma Transformasyon

E.coli  Turbo hcrelerinden izole edilen pET21a/IGFBP-3 ve
PET22b/IGFBP-3, materyal boliimiinde bahsedilen plazmid ve sus ozellikleri
nedeni ile pET21a/IGFBP-3 E.coli Shuffle T7 Express susuna ve pET22b/IGFBP-
3 E.coli BL21 susuna olmak tizere iki farkli ekspresyon susuna transforme edildi.

-80°C’den alinan E.coli BL21 ve E.coli Shuffle T7 Express hiicreleri buz
tizerinde ¢oziilmesi i¢in 15 dakika bekletildi. Her ikisinden 50’pl alinarak iki
farkli transformasyon tiiplerine eklendi. Yaklasik Ing plazmid eklendi ve 30
dakika buzda bekletildi. 42°C’de 45 saniye 1s1 soku uygulandi. 5 dakika buzda
bekletildi. 950ul LB besiyeri eklendi ve 1 saat, 200rpm, 37°C’de inkiibe edildi.
pET?21a ve pET 22b vektorlerinin direngli oldugu antibiyotik olan ampisilin iceren
LB agara ekim yapildi. E.coli BL21 susu 37°C’de, E.coli Shuffle T7 Express susu
30°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Test ekspresyonunda kontrol olarak kullanmak icin IGFBP-3 gen dizisini

icermeyen bos pET21a ve pET22b vektorleri de E.coli suslarina transforme edildi.
3.10. Protein Uretimi

pET21a/IGFBP-3 iceren E.coli Shuffle T7 Express ve pET22b/IGFBP-3
E.coli BL21 ‘in ampisilin iceren LB agardaki kolonilerinden alinan hucreler
150mg/ml stok ampisilin ¢6zeltisinden 50ul eklenen 50ml LB sivi ortamina
ekildi. E.coli BL21 hiicreleri 200rpm 37°C’de, E.coli Shuffle T7 Express hicreleri
200rpm 30°C’de gece boyu inkiibe edildi. Gece kiltirlerinden, ampisilin igeren
50ml’'lik LB ortamlarina %?2lik inokiilasyon yapildi. E.coli BL21 hucreleri
37°C’de, E.coli Shuffle T7 Express hiicreleri 30°C’de 200rpm’de, ODsoo 0,4-0,6
olana kadar inkube edildi.

Ekspresyonun testi i¢in farklh 0,5mM, 0,3mM, 0.2mM IPTG

konsantrasyonlarinda indiiklendi ve farkli sicaklik ve saatlerde (E.coli Shuffle T7
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Express 30°C 4 saat, 16°C 18 saat; E.coli BL21 25°C 18saat, 16°C 48 saat)
200rpm’de inkiibasyona birakildu.

Her bir deneme i¢in erlenler inkiibatérden alindiktan sonra falkon tiiplerde
+4°C’de 4000rpm’de 30 dakika santrifujlendi. Sipernatant atildi. Hiicreler
homojenizasyon tamponu ile suspanse edildi. Siispansiyon sonikasyon islemine
maruz birakilarak hiicreler parcalandi. Parcalanan hiicrelerden olusan homojenat
+4°C’de 13000rpm’de 30 dakika santrifiijlendi. Pellet 1ml homojenizasyon
tamponu ile slspanse edildi. Supernatant ve pellet SDS-PAGE icin jel
kuyucuklarina ytiklendi.

SDS-PAGE i¢in ayirma jeli, Ust jel, yuriitme tamponu ve ornek yukleme
tamponu materyal bolimiinde bahsedildigi gibi hazirlandi. Jel hazirlandi.
Ornekler 1:1 oraninda 6rnek yiikleme tamponu ile karigtirildi. 95°C de 10 dakika
inklbe edildi. Her bir 6rnekten 5’er ul kuyucuklara yiiklendi. Jel yiiriitme tankina
konuldu. Tank 1X yurutme tamponu ile dolduruldu. 25 mA, 100 V ‘ta yaklasik
1,5 saat jelde yaratuldd. Jel yiirtitme tankindan g¢ikarildi ve boyandi. 10 dakika

fazla boyadan arindirilmasi i¢in kaynatildi ve goriintiilendi.
3.11. Coézlnur Proteinin Elde Edilmesi i¢in Uygulanan Yontemler

Protein ¢6ziiniir formda tiretilemedigi i¢in, pelletten ¢oziiniir forma alinmasi

igin dort farkli yontem uygulandi.
3.11.1. Sarkozil

Erlenler protein iiretiminden sonra inkiibatorden alindiktan sonra falkon
tiplerde +4°C’de 4000rpm’de 30 dakika santrifijlendi. Supernatant atild.
Hiicreler referans makalede 6nerilen oranda, %2 sarkozil igeren lizis tamponu ile
stspanse edildi. (Massiah vd., 2016) 2 saat orbital karistiricida karistirildi.
Stispansiyon sonikasyon ile parcalandi. Orneklerin bir kismi alinarak gece boyu
+4°C’de inkiibasyona birakildi. Pargalanan hiicrelerden olusan homojenatlar
+4°C’de 13000rpm’de 30 dakika santrifiijlendi. Pellet 1ml homojenizasyon
tamponu ile suspanse edildi. Supernatant ve pellet SDS-PAGE igin jel
kuyucuklarina yiiklendi.
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3.11.2.Ure

Erlenler protein iretiminden sonra inkiibatorden alindiktan sonra falkon
tiplerde +4°C’de 4000rpm’de 30 dakika santrifiijlendi. Supernatant atildi.
Hicreler homojenizasyon tamponu ile siispanse edildi. Suspansiyon sonikasyon
ile parcalandi. Pargalanan hiicrelerden olusan homojenat +4°C’de 13000rpm’de 30
dakika santrifujlendi. Pellet referans makalede 6nerilen oranda, 2M ure igeren 3mi
homojenizasyon tamponu ile stispanse edildi. Homojenize edilen pellet tekrar
santriftijlendi.(Patra vd, 2000) Yeni elde edilen supernatant, supernatant ve pellet
SDS-PAGE i¢in jel kuyucuklarina yiiklendi.

3.11.3.Sodyum Dodesil Sulfat(SDS)

Erlenler protein iretiminden sonra inkiibatorden alindiktan sonra falkon
tiplerde +4°C’de 4000rpm’de 30 dakika santrifiijlendi. Supernatant atildi.
Hicreler homojenizasyon tamponu ile siispanse edildi. Stispansiyon sonikasyon
ile parcalandi. Pargalanan hiicrelerden olusan homojenat +4°C’de 13000rpm’de 30
dakika santriftijlendi. Protein agregatlarinin ¢oziiniir hale getirilmesinde deterjan
olan SDS kullanilan yontemlerden biridir.(Singh ve Panda, 2005) Pellet %1 SDS
iceren 1ml homojenizasyon tamponu ile stispanse edildi. Homojenize edilen pellet
tekrar santrifiijlendi. Yeni elde edilen supernatant, supernatant ve pellet SDS-

PAGE i¢in jel kuyucuklarina ytiklendi.
3.11.4. Sodyum Hidroksit

Erlenler protein iiretiminden sonra inkiibatorden alindiktan sonra falkon
tiplerde +4°C’de 4000rpm’de 30 dakika santrifiijlendi. Siipernanat atildi. Hiicreler
homojenizasyon tamponu ile suspanse edildi. Suspansiyon sonikasyon ile
parcalandi. Parcalanan hiicrelerden olusan homojenat +4°C’de 13000rpm’de 30
dakika santrifijlendi. Pellet 0,1M NaOH iceren 1ml homojenizasyon tamponu ile
suspanse edildi. Homojenize edilen pellet tekrar santrifiijlendi. Yeni elde edilen

supernatant, supernatant ve pellet SDS-PAGE i¢in jel kuyucuklarina yiiklendi.
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3.12. HisPur Ni-NTA Manyetik Boncuklar ile Protein Saflastirilmasi

His-tag kuyruklu IGFBP-3’1in saflastirilmasi i¢in, HisPur Ni-NTA manyetik
boncuklar kullanildi. Orneklerin manyetik boncuklar ile baglanarak protein
saflagtirmasi1 yontemi, ¢oziiniir forma alinmasi i¢in denenen iire, NaOH ve SDS
yontemlerinde ayr1 ayri uygulandi. His-Tag Nikel Affinite manyetik
boncuklardan 40ul alindi. 300ul pH:8 Tris-HCI tamponu ile iki kez yikandi. 400
ul ornek eklendi 45 dakika inkiibe edildi. 400ul tampon ile iki kez yikandi.
Boncuklar, SDS-PAGE ile goriintiilenmesi igin jel kuyucuklarina yiiklendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

IGFBP-3 yapisinda 12 sistein ve 6 adet disiilfitbag1 icerir. Disiilfid
baglarinin ¢ok olmasi E.coli’de dogru katlanmis ve ¢oziinebilir formda protein
tiretimini zorlagtirdigi igin farkli sistemler denenmistir.

Bunlardan biri disiilfid ile baglanmis proteinlerin ekspresyonu igin
sentezlenmis polipeptidleri E.coli periplazmasina yonlendiren N-terminal pelB
salgilama sinyalini i¢eren bir pET vektorleri ailesinden pET22b vektoraddr. E.coli
periplazmasinda bulunan disiilfid oksidorediiktazlar ve izomerazlar, periplazmay1
belirli terapotik proteinlerin ekspresyonu icin ideal bir bolim haline getirerek,
distilfid baglarinin olusumunu katalize ederek uygun sekilde katlanmis,
¢Oziinebilir proteini saglar.

Disiilfit baglariin olusumu ile dogru katlanmis ¢oziiniir formda protein
Uretimini saglayan sistemlerden bir digeri E.coli Shuffle T7 Ekspres hiicrelerinin
kullanilmasidir. Normalde E.coli sitoplazmasindaki rediiktaz, sisteinleri
rediiklenmis formda tutar bOylece burda olusabilecek herhangi bir disiilfid bagini
azaltir. Shuffle, glutaredoksin rediiktaz ve tioredoksin rediiktaz icin silinen genlere
sahiptir(Agor AtrxB), bunlar sitoplazmada disiilfit bagi olusumuna izin verir.
Mutasyonlarin  bu kombinasyonu normalde 6ldirtcudar, ancak bu durum
peroksietoksin enzimindeki bir mutasyonla bastirilir(ahpC *).Ek olarak Shuffle
Express, periplazmik disiilfid bagi izomeraz DsbC'nin sinyal sekansi olmayan ve
onu sitoplazmada tutan bir versiyonudur. Bu enzimin, yanlis oksitlenmis baglari
diizeltmek ve uygun katlanmayr desteklemek i¢in coklu disiilfid baglar1 olan

proteinler iizerinde etkili oldugu gosterilmistir.
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4.1.Koloni PCR

Periplazmik sinyal iceren pET22b vektoriine klonlanmis olarak alinan
IGFBP-3, (pET22b/IGFBP-3) E.coli BL21 hicrelerine transforme edilip
caligmalar1 yapildi. IGFBP-3 gen boélgesinin pET21a vektoriine klonlanmasi igin
yapilan kesim, ligasyon ve E.coli Turbo hicrelerine transformasyon
asamalarindan sonra kontrol i¢in koloni PCR yapildi.

Materyal metod boliimiinde detayli olarak anlatildig: tizere; kodon optimize
PET22b/IGFBP-3 geni ve pET2la vektori restriksiyon enzimleri ile kesildi.
Kesim sonrasi jelden izole edilen insert ve vektor DNA ile hazirlanan ligasyon
karisimi kompetent E.coli Turbo hcrelerine transforme edildi, inkibasyondan
sonra goriilen kolonilerden yapilan koloni PCR jel goriintiisii Sekil.4.1’deki
gibidir.

Sekil 4.1. pET21a/IGFBP-3 igin yapilan koloni PCR goriintisi.1 GeneRuler Express DNA
Ladder.(Bantlar;5000bp, 3000bp, 2000bp, 1500bp, 1000bp, 750bp, 500bp, 300bp, 100bp)

2,3,4,5,6,7,8,9,10,11. Transformasyondan sonra farkli kolonilerden alinan siiriintiiler ile yapilan

PCR duriinleri.

Sekil 4.1’de DNA markerlarinda ok ile gosterilen bant 1000bp biiyiikliigiindedir
gosterilen koloni PCR yapildiktan sonra agaroz jel gorlintisinden de anlasilacagi
Uzere, 1000bp bant hizasinda goriilen bantlar, 800bp i¢eren protein gen bdlgesinin
PET21a vektoriine klonlamasinin basarili bir sekilde gerceklestirildigi goriildii.
(200bp vektor) Basarili bir sekilde klonlanan plazmid E.coli Turbo hicrelerinden
izole edilerek E.coli Shuffle T7 Ekspres hicrelerine transforme edildi ve

caligmalar1 yapildi.
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4.2. IGFBP-3 Uretimi

pPET21a/IGFBP-3 iceren E.coli Shuffle T7 Express hicrelerinin ve
PET22b/IGFBP-3 igeren E.coli BL21 hiicreleri, farkli konstrasyonlarda IPTG ile
indlklenerek ve farkli kosullarda inkiibe edilerek en uygun yontem bulunmasi
calisild1.

pPET21a/IGFBP-3 igeren E.coli Shuffle T7 Express hicrelerinin 0,3mM ve
0,5mM IPTG ile induklendikten sonra 30°C’de 4saat protein {iretimi Ve
pPET22b/IGFBP-3 E.coli BL21 hicrelerinin, 0,3mM ve 0,5mM IPTG ile
indiiklendikten sonra 25°C’de 18 saat protein ekspresyonundan sonra SDS-PAGE
goriintiisti Sekil.4.2 ve Sekil 4.3 “deki gibidir.

Sekil 4.2.(1,2,3,4,5,6,7,8) E.coli Shuffle T7 hiicreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. (9,10,11,12) E.coli
BL21 hicreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. 1.Bos plazmid kontrol pellet, 2. Bos plazmid kontrol

supernatant, 3.indiiklenmemis kontrol pellet, 4.indiiklenmemis kontrol supernatant, 5.indiiklenmis
(0,3mM IPTG) pellet, 6.indiiklenmis (0,3mM IPTG) supernatant, 7.indiiklenmis (0,5mM IPTG)
pellet, 8.indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant. 9.indiiklenmis (0,3mM IPTG) pellet, 10.
Indiiklenmis  (0,3mM  IPTG) supernatant, 11.indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet,
12.Indiiklenmis(0,5mM IPTG) supernatant. 13.Marker(Bantlar; 116kDa, 66,2kDa, 45kDa, 35kDa,
25kDa)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil.4.3. (1,2,3,4,5,6,7,8) E.coli BL21 hiicreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. (10,11,12,13) E.coli
Shuffle T7 Ekspres hiicreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. 1.Bos plazmid kontrol pellet, 2. Bos
plazmid kontrol supernatant, 3.Indiiklenmemis kontrol pellet, 4.indiiklenmemis kontrol
supernatant, 5.Indiiklenmis (0,3mM IPTG) pellet, 6.indiiklenmis (0,3mM IPTG) supernatant,
7.Indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet, 8.indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant. (9) Marker.
(Bantlar; 116kDa, 66,2kDa, 45kDa, 35kDa, 25kDa)10.indiiklenmis (0,3mM IPTG) pellet, 11.
Indiiklenmis  (0,3mM  IPTG) supernatant, 12.Indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet,
13.indiiklenmis(0,5mM IPTG) supernatant.

Sekil.4.2 ve Sekil 4.3 ‘de pET21a/IGFBP-3 iceren E.coli Shuffle T7
Express hicrelerinin ve pET22b/IGFBP-3 igeren E.coli BL21 hucrelerinin iki
hiicrenin protein ekspresyonu i¢in optimum sicaklik ve kosullardaki inkiibasyonu
ve 0,3mM ve 0,5mM IPTG ile indlklenmesinden sonraki protein dretimi
kiyaslandi. Sekilde ok ile gosterilen protein marker:1 35kDa biiyiikliigiindedir ve
protein bu bant hizasinda beklenmektedir. Her iki E.coli susundaki ¢oziiniir
formdaki protein iiretiminin yeterli miktarda olmadig1 goriildii. Ancak ozellikle
Sekil 4.3’de goruldigi tizere E.coli BL21- pET22b/IGFBP-3 protein Uretimi
caligmasi, proteinin ¢oziinmez formda olusmasina ragmen E.coli Shuffle T7
Ekspres-pET21a/IGFBP-3 protein iretimi ¢aligmasina gore daha protein

ekspresyonu miktar1 daha fazla gozlendi.
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pET21a/IGFBP-3 iceren E.coli Shuffle T7 Express hicrelerinin 0,2mM IPTG
ile indiiklendikten sonra 30°C’de 4saat protein tiretimi ve pET22b/IGFBP-3 E.coli
BL21 hiicrelerinin, 0,2mM IPTG ile indiiklendikten sonra 25°C’de 18saat protein
ekspresyonundan sonra SDS-PAGE goriintisu Sekil.4.4 daki gibidir.

Sekil.4.4. (2,3,7,8) E.coli Shuffle T7 Ekspres hticreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. (4,5,9,10) E.coli
BL21 hucreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. 1.Marker, 2. Indiiklenmemis kontrol pellet, 3.
Indiiklenmis (0,2mM IPTG) pellet, 6.Marker(Bantlar; 116kDa, 66,2kDa, 45kDa, 35kDa, 25kDa),
7.Indiiklenmemis kontrol supernatant, 8. Indiiklenmis (0,2mM IPTG) supernatant, 4.

Indiiklenmemis kontrol pellet, 5. Indiiklenmis (0,2mM IPTG) pellet, 9.indiiklenmemis kontrol
supernatant, 10. Indiiklenmis (0,2mM IPTG) supernatant

Coziiniir formda protein iiretimini arttirmak amaciyla proteinin daha yavas
ve daha dogru eksprese olabilmesi icin indiiksiyon ajani olarak kullanilan IPTG
konsantrasyonu azaltildi. Sekilde ok ile gosterilen protein marker1 35kDa
blyiikliiglindedir ve protein bu bant hizasinda beklenmektedir. Sekil 4.4’de
gorildiigii gibi IPTG miktart azaldiginda E.coli Shuffle T7 Ekspres-
pPET21a/IGFBP-3 ¢oziinmez formda protein Uretimini arttirdi. Ancak beklenen

¢OzunUr formdaki protein iiretimini saglanadi.
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pET21a/IGFBP-3 igeren E.coli Shuffle T7 Express hicrelerinin 0,3mM ve
0,5mM IPTG ile induklendikten sonra 16°C’de 18 saat protein uUretimi ve
pET22b/IGFBP-3 E.coli BL21 hicrelerinin, 0,3mM ve 0,5mM IPTG ile
indliklendikten sonra 16°C’de 48saat protein ekspresyonundan sonra SDS-PAGE
goriintisii Sekil.4.5deki gibidir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil.4.5. (1,2,3,4,10,11) E.coli BL21 hicreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. (6,7,8,9,12,13) E.coli
Shuffle T7 Ekspres hiicreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. 1. indiiklenmis (0,3mM IPTG) pellet, 2.
Indiiklenmis (0,3mM IPTG) supernatant, 3. Indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet, 4. Indiiklenmis
(0,5mM IPTG) supernatant, 10. Indiiklenmemis kontrol pellet, 11.Indiiklenmemis kontrol
supernatant. 5.Marker. (Bantlar; 116kDa, 66,2kDa, 45kDa, 35kDa, 25kDa) 6.indiiklenmis (0,3mM
IPTG) pellet, 7. Indiiklenmis (0,3mM IPTG) supernatant, 8.indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet,
9.Indiiklenmis(0,5mM IPTG) supernatant, 12.indiiklenmemis kontrol pellet, 13.indiiklenmemis

kontrol supernatant.

Proteinin daha yavas ve daha dogru eksprese olabilmesi i¢in, her iki hiicrede
tiretim kosullarinda, sicaklik azaltildi ve ekspresyon igin gereken siire arttirildi.
Sekilde ok ile gosterilen protein marker: 35kDa biiyiikliiglindedir ve protein bu
bant hizasinda beklenmektedir. Bu denemede Sekil 4.5’de goriildiigii {izere
¢cozlnlr formda protein iretimi saglanamadi.  E.coli Shuffle T7 Ekspres-
pET21a/IGFBP-3  protein  ekspresyonu  gergeklesmedi. E.coli  BL21-
PET22b/IGFBP-3 protein iretimi ¢Oziinmez formda, yiiksek sicakliktaki

¢ozunmez formda protein uretimine gore daha az gozlendi.
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PET22b/IGFBP-3 igeren E.coli BL21 hucrelerinin, 0,2mM ve 0,5mM IPTG
ile induklendikten sonra 25°C ve 30°C’de 18 saat protein ekspresyonundan sonra
SDS-PAGE goriintiisii Sekil.4.6’deki gibidir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

e

Sekil.4.6. E.coli BL21 hcreleri ile IGFBP-3 ekspresyonu. 1. 30°C’de indiikklenmemis kontrol
supernatant, 2. 30°C’de bos plazmid kontrol supernatant, 3. 30°C’de indiikklenmis (0,2mM IPTG)
supernatant, 4. 30°C’de indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant, 5. 25°C’de indiiklenmis (0,2mM
IPTG) supernatant, 6. 25°C’de indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant, 7.Marker, (Bantlar;
116kDa, 66,2kDa, 45kDa, 35kDa, 25kDa) 8. 30°C’de indiiklenmemis kontrol pellet, 9. 30°C’de
bos plazmid kontrol pellet, 10. 30°C’de indiiklenmis (0,2mM IPTG) pellet, 11. 30°C’de
indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet, 12. 25°C’de indiiklenmis (0,2mM IPTG) pellet, 13. 25°C’de
indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet, 14. 25°C’de indiiklenmemis kontrol supernatant, 15. 25°C’de

bos plazmid kontrol supernatant.

Son olarak yalnizca E.coli BL21- pET22b/IGFBP-3 protein Uretimi 25°C ve
30°C’de 18saat ve 0,2 ve 0,5mM IPTG konsantrasyonlari ile indiiklenerek yapilan
calismada, c¢oziinmez formdaki protein ekpresyonu miktarmin Sekil 4.6’da
gorildigi tizere 25°C’de, 0,5mM IPTG konsantasyonunda gergeklestigi goriildii.
Sekilde ok ile gosterilen protein marker1 35kDa biiyiikliigiindedir ve protein bu

bant hizasinda beklenmektedir.
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4.3. Coziiniir Proteinin Elde Edilmesi I¢in Uygulanan Yéntemler

Proteinin Uretimdeni, IGFBP-3’lin ¢Ozunur hale getirilebilmesi igin dort
yontem denendi. 25°C’de, 0,5mM IPTG konsantasyonunda E.coli BL21-
PET22b/IGFBP-3 ile protein iiretimi gerceklestirildi.

4.3.1. Sarkozil

PET22b/IGFBP-3 iceren E.coli BL21 hucreleri ile, IGFBP-3 lretiminden
sonra, ¢Ozunlr formda olmayan proteinlerin kazanimi1 amaci ile sarkozil ile gece
boyu ve iki saat muamele edilen 6rneklerin SDS-PAGE goriintiisii Sekil 4.7’deki
gibidir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Sekil.4.7. Sarkozil ile ¢oziiniir formda protein eldesi. 1. Indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant.

3.Indiiklenmemis kontrol siipernatant. 5. Bos plazmid kontrol supernatant. (2,4,6) Sarkozil ile bir
gece inkibe edilen pelletler. 2.indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet/Sarkozil. 4. Indiiklenmemis
kontrol pellet/Sarkozil. 6. Bos plazmid kontrol /Sarkozil. 7.Marker. (Bantlar; 116kDa, 66,2kDa,
45kDa, 35kDa, 25kDa) 8. Indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant. 10. indiiklenmemis kontrol
slpernatant. 12. Bos plazmid kontrol supernatant. (9,11,13) Sarkozil ile iki saat inkiibe edilen
pelletler. 9.Indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet/Sarkozil. 11. indiiklenmemis kontrol pellet/Sarkozil.
13. Bos plazmid kontrol /Sarkozil.

Sekil 4.7°de goriildiigii lizere sarkozil ile gece boyu ve iki saat
inkiibasyondan sonra elde edilen sonuglar karsilastirildiginda gece boyu
inkiibasyon sonrasi jelde bant gézlenmedi. iki saat inkiibasyon sonrasinda olusan

bantlar ise hem bos plazmid kontrol hem de indiiklenmemis kontrolde gdzlendigi
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icin anlamli bir sonug¢ elde edilemedi. Sekilde ok ile gosterilen protein marker1

35kDa biiyiikliigiindedir ve protein bu bant hizasinda beklenmektedir.

4.3.2.Ure

pPET22b/IGFBP-3 igeren E.coli BL21 hiicreleri ile IGFBP-3 Uretiminden
sonra, ¢oziiniir formda olmayan proteinlerin kazanimi amaci ile iire ile muamele
edilen 6rneklerin ve bu 6rneklerin protein saflagtirmasi igin manyetik boncuklar

ile baglandiktan sonra SDS-PAGE goriintiisii Sekil 4.8’deki gibidir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil.4.8. Ure ile ¢ozunir formda protein eldesi ve saflagtirilmasi.1.Marker. (Bantlar; 116kDa,
66,2kDa, 45kDa, 35kDa, 25kDa)  2.indiiklenmis (0,2mM) pellet 3.indiiklenmis (0,5mM IPTG)
pellet. 4.Indiiklenmis (0,2mM) siipernatant. 5.indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant.
6.indiiklenmis (0,2mM) pellet /Ure Ust faz 7.Indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet/Ure iist faz 8.
Indiiklenmis (0,2mM) pellet /Ure pellet. 9. indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet/Ure pellet.
10.Marker. 11. Indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant/Manyetik boncuk. 12. .indiiklenmis
(0,5mM IPTG) pellet/Ure (st faz/Manyetik boncuk.

Sekil 4.8’de goriildiigii tizere Ure ile muamele edilen Ornekler ve bu
orneklerin protein saflastirmasi i¢in manyetik boncuklar ile baglandiktan sonraki
jel goriintiisiinde, 1re ile pelletten alinmaya c¢alisan protein ¢Oziniir forma
gecirilemedi. Ayrica supernatanttan ve {ire ile muamele sonras1 6rnekten IGFBP-
3’tin saflastirilmas1 amaciyla yapilan, HisPur Ni-NTA manyetik boncuklar ile
saflagtirma ¢alismasinda yiiklenen jel kuyucuklarinda bantlar gézlenmedi. Bu
¢Oziinlir formda boncuklara baglanacak miktarda ekprese edilen proteinin

bulunmadigin1 ve iire ile muamele edilen ¢oziinmez formdaki proteinlerin ¢oziiniir
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forma alinamadigin1 gosterdi. Sekilde ok ile gosterilen protein marker: 35kDa

biiytikliigiindedir ve protein bu bant hizasinda beklenmektedir.

4.3.3. Sodyum Dodesil Sulfat

pPET22b/IGFBP-3 iceren E.coli BL21 hiicreleri ile IGFBP-3 Uretiminden

sonra, ¢Ozunur formda olmayan proteinlerin kazanimi amaci ile SDS ile muamele

edilen orneklerin ve bu orneklerin protein saflagtirmasi i¢in manyetik boncuklar

ile baglandiktan sonra SDS-PAGE goriintiisti Sekil 4.9°deki gibidir.

Sekil.4.9. SDS ile c¢ozunir formda protein eldesi ve saflastirilmasi.1.SDS pellet 2.
Indiiklenmig(0,5mM IPTG) supernatant/Manyetik boncuk. 3.indiiklenmis(0,5mM IPTG)
pellet/SDS iist faz/Manyetik boncuk. 4.Indiiklenmis(0,5mM IPTG) pellet. 5. Indiiklenmemis
kontrol pellet. 6.Bos plazmid kontrol pellet.7.Marker. (Bantlar; 116kDa, 66,2kDa, 45kDa, 35kDa,
25kDa) 8. indiiklenmis(0,5mM IPTG) supernatant 9.indiiklenmemis kontrol supernatant.10. Bos
plazmid kontrol supernatant.

Sekil 4.9°da goriildiigii tizere SDS ile muamele edilen érneklerin protein
saflastirmasi i¢in manyetik boncuklar ile baglandiktan sonraki jel goriintiisiinde,
SDS ile pelletten alinmaya calisan protein manyetik boncuklara baglanmadi. SDS
ile saflagtirma igin yeterli protein ¢6ziinmez formdan ¢ozindr forma gegirilemedi.
Sekilde ok ile gosterilen protein marker: 35kDa biiyiikliiglindedir ve protein bu

bant hizasinda beklenmektedir.
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4.3.4. Sodyum Hidroksit

pPET22b/IGFBP-3 igeren E.coli BL21 hiicreleri ile IGFBP-3 (retiminden
sonra, ¢Oziniir formda olmayan proteinlerin kazanimi amaci ile NaOH ile
muamele edilen 6rneklerin ve bu 6rneklerin protein saflagtirmasi igin manyetik

boncuklar ile baglandiktan sonra SDS-PAGE goriintiisii Sekil 4.10°deki gibidir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

e

éél.4.10. NaOH ile ¢oziinir formda protein eldesi ve saflagtirilmasi. 1.Indiiklenmemis kontrol
suipernatant. 2.indiiklenmis (0,2mM IPTG) supernatant. 3.Indiiklenmis (0,5mM IPTG) supernatant.
4 Marker. (Bantlar; 116kDa, 66,2kDa, 45kDa, 35kDa, 25kDa)  5.indiiklenmemis kontrol pellet.
6.Indiiklenmis (0,2mM IPTG) pellet. 7. Indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet.8. Indiiklenmis (0,5mM
IPTG) pellet/NaOH (st faz.9. Indiiklenmis (0,5mM IPTG) pellet/NaOH pellet.10. Indiiklenmis
(0,5mM IPTG) pellet/NaOH st faz/Manyetik boncuk.11. Indiiklenmis(0,2mM IPTG)
supernatant/Manyetik boncuk.

4.10’da goriildiigii iizere NaOH ile muamele edilen pellet, yeni elde edilen
supernatant(cozinur formda protein icermesi gerekir.)ve yeni edilen supernatant
ile yapilan manyatik boncuklarla saflagtirma sonra elde edilen jel goriintiisiinde
herhangi bir bant goriilmedi. Bu NaOH’in tiim proteinleri parcaladigini gosterir.
Sekilde ok ile gosterilen protein marker1 35kDa biiyiikliigiindedir ve protein bu

bant hizasinda beklenmektedir.
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5. SONUC

Diyabet hastaliginin olusum mekanizmasinda goérev alan bircok protein,
protein ailesi ve reseptdr aileleleri mevcuttur. Insiilin benzeri biiyiime faktorii
ailesi buna ornektir. IGF-1, insilin seviyesini disiiriir, karbohidrat
metabolizmasin1 diizenler ve insiilin duyarlili@ini artirir. Diyabet hastalarinda,
ozellikle ¢esitli komplikasyonlarin varhiginda IGF-1 seviyelerinin azaldigi
raporlanmistir.  IGF’lerin  ylksek konsantrasyonlarda plazmada bulunmasi
hipoglisemiye neden olur. Biyolojik sivida, IGF’ler, IGFBP’lere baglanmis halde
bulunur. Bu tez kapsaminda ¢alisilan IGFBP-3, IGF-1 ve IGF-II i¢in ana dolasim
tagima proteinidir. IGF ‘lerin etkilerini diizenlerler, akut etkilerinin ortaya ¢ikigini
engellerler. Birkag farkli proteaz bu proteinleri par¢alamaktadir. Proteolitik yikim
bu proteinleri inaktive eder veya IGF-1 ve IGF-2°ye baglanma yetenegini azaltir.
Dolasimdaki IGFBP-3’lerin ¢ogu proteolizin kisitlanmasini saglayan IGF-1 veya
IGFBP-3 ve ALS (acid labile subunit) olarak yiksek molekuler kutleli Ggli bir
kompleks halinde bulunur. IGFBP-3’tin direkt proteolizi veya proteaz
aktivitesindeki Onemleri heniiz net degildir. Bu nedenle calisilmasi gereken
konulardan biridir. Diyabette glisemik kontroliin iyilestirilmesinde IGF-I /
IGFBP-3 etkinligini belirlemek ve IGF-I'in insiilin duyarliligini arttirdigi
mekanizmanin belirlenmesi i¢in uzun vadeli ¢aligsmalarin yapilmasi gerekir. IGF
ailesinin ve oOzellikle IGFBP-3 gibi guclu ajanlar icin en uygun terapotik
kullanimlarin bulunmas1 ¢aligmalar1 son derece 6nemlidir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici proteinlerin en dnemlisi olarak
kabul edilen ve kanser, diyabet, biiyiime bozukluklar1 gibi bir¢ok hastalikta
calisma alan1 bulunan IGFBP-3’iin rekombinant Gretimi denendi. IGFBP-3’iin
icerdigi alt1 disiilfid bag1 nedeniyle E.coli hiicrelerinde ¢ozunur formda ve dogru
katlanmis olarak iiretilip elde edilmesi olduk¢a zordur. pET22b-IGFBP-3 igeren
E.coli BL21 ve pET21a-IGFBP-3 iceren E.coli Shuffle T7 ekspress hicrelerinde
disiilfit baglarinin olusumu igin Ozellesmis sistemler  kullanilarak tretilme
caligmalar1 yapildi. Periplazmik bosluga yonlendirme sekansi igeren pET22b
vektorii kullanilarak E.coli BL21 hiicrelerinde yapilan protein ekspresyonu, E.coli
Shuffle T7 ekspres disiilfid baglar1 olusumu igin 6zellestirilmis hiicrelerinde gore
daha verimli bir sekilde gerceklesti. Ancak E.coli BL21 hiicrelerinde pET 22b ile

yapilan protein iretiminde, degistirilen sicaklik ve IPTG konsantrasyonlarina
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ragmen IGFBP-3 c¢6zunur formda elde edilemedi. Cozlnir formda elde
edilemeyen IGFBP-3’1in hiicre pelletinden alinarak ¢6ziiniir forma gecirilmesi icin
sarkozil, tre, SDS ve NaOH yontemleri kullanildi. Sarkozil ile anlamli bir sonug
elde edilemedi. Ure ile yapilan denemede, hiicre pelleti muamele edildikten sonra
IGFBP-3, hiicre pelletinden uzaklastirilip ¢oziiniir forma gegirilemedi. NaOH ile
yapilan denemede ise, NaOH ile muamele edilen Orneklerin parcalanmasi
nedeniyle SDS-PAGE jel gorlntisiunde herhangi bir bant gortlemedi. SDS ile
yapilan ¢alismada, IGFBP-3 ¢oziiniir forma ¢ok diisiik miktarda gegirildi. Ancak

saflastirma ig¢in HisPur Ni-NTA manyetik boncuklar ile baglanamadi.
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