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Oz

Bakteriler rekombinant protein tiretimi igin kolay kiiltiir edilmeleri, basit yapilar1 ve genetik maniptilasyonlara agik olmalar1 nedeniyle
en ¢ok tercih edilen konakgilardandir. Ozellikle Escherichia coli en yaygin olarak kullanilan prokaryotik konakg1 olarak pek gok
aragtirmada kargimiza ¢ikmaktadir. Tiim bu avantajlarimin yaninda, yabanci proteinlerin yiiksek miktardaki tiretimleri, Escherichia
coli’de inkliizyon cisimciklerinin olugsmasina veya toksik etkilere neden olabilmektedir. Bu problemlerin agilmasi amaciyla gelistirilen
pTolT ekspresyon vektorii heterolog proteinlerin Escherichia coli periplazmik bolge proteini TolAlll ile birlikte iiretilmesine imkan
saglamaktadir. Bununla birlikte TolAIIl proteininde 31 ve 56. pozisyonda bulunan sisteinler bu sistemle iiretilen diger proteinler ile
istenmeyen disiilfit kopriileri kurarak rekombinant proteinin aktivitesi iizerine etki etmektedir. Bu g¢alismanin amaci TolAIIl
proteininde bulunan sisteinlerin kaldirilarak yerine serin amino asitlerinin getirilmesidir. In vitro nokta mutasyonu teknigi, gen
klonlama ve ekspresyon stratejilerinin diizenlenmesi amaciyla vektor DNA dizilerinin modifiye edilmesinde, protein yapi ve
fonksiyon caligmalarinda ve genetik arastirmalarda siklikla kullanilan gelismis bir tekniktir. Bu teknikte mutajenik primerler
vasitasiyla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemi ile kalip plazmid DNA’nin bir¢ok yeni kopyasini meydana getirilir. Sunulan
calisgmada QuikChange site-directed mutagenesis metoduyla TolAIIl gen dizisinde C31S ve C56S mutasyonlar1 gergeklestirilmistir.
DNA sekans analizi sonuglari ile teyit edilen mutasyonun ardindan elde edilen yeni plazmid pTolT Delta olarak adlandirtlmistir.
Boylece bu calisma ile gelistirilen yeni ekspresyon sistemi ile iiretilecek rekombinant proteinlerin dogal ii¢ boyutlu
konformasyonlarint kazanmalar1 daha kolay olacaktir.

Anahtar Kelimeler: pTolT, Nokta Mutasyonu, Escherichia coli, Rekombinant Protein

Molecular Modification of Escherichia coli Expression Plasmid pTolT
by Point Mutation Method

Abstract

Bacteria are among the most preferred hosts for their easy culture conditions, simple structure and allowing genetic manipulations for
recombinant protein production. Escherichia coli is the most widely used prokaryotic host in many studies. In addition to all these
advantages, the high amount production of foreign proteins can cause inclusion bodies or toxic effects in Escherichia coli. The pTolT
expression vector developed to overcome these problems allows the production of heterologous proteins with the Escherichia coli
periplasmic region protein TolAlll. However, cysteines in positions 31 and 56 of the TolAlll influence the activity of the recombinant
protein via unwanted disulfide bridges with other proteins produced by this system. The aim of this study was to remove cysteines in
TolAlll protein and replace serine amino acids. The in vitro point mutation technique is an advanced technique that is frequently used
for modifying vector DNA sequences, protein structure and function studies, and genetic research to regulate gene cloning and
expression strategies. In this technique, polymerase chain reaction (PCR) by mutagenic primers produces many new copies of the
template plasmid DNA. In the present study, C31S and C56S mutations in the TolAlll gene sequence have been performed by
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QuikChange site-directed mutagenesis method. Following the mutation confirmed by DNA sequence analysis results, the obtained
new plasmid was called pTolT Delta. Thus, it will be easier for the recombinant proteins to be produced with the new expression
system developed by this study to acquire their natural three-dimensional conformation.
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1. Giris

Son yillarda proteinler farmakolojik iiriinlerin ve pek ¢ok endiistriyel prosesin ayrilmaz birer pargasi haline gelmislerdir. Glintimiizde
endiistriyel olarak kullanilan ¢ogu enzimden; terapdtik olarak kullanilan peptidlere kadar pek ¢ok protein yapisinda disiilfit baglarini
icermektedir. Bu disiilfit baglarinin olusumu ozellikle heterelog ekspresyon sistemlerinde protein katlanmalarini etkileyebilmektedir.
Bazi durumlarda protein miihendisligi uygulamalariyla disiilfit baglar1 olusturan sistein gibi amino asitler yapiya eklenerek yeni
disiilfit kopriileriyle protein stabilitesi ve aktivitesi degistirilebilecegi gibi; bu amino asitlerin bagkalariyla degistirilmesi yoluyla da
var olan sistin kopriileri ortadan kaldirilarak proteinin {i¢ boyutlu konformasyonu farklilastirilabilir. Ozellikle hiicre dis1 ortamda
fonksiyonunu gosteren enzimler, biiylime faktorleri, hormonlar ve toksinler gibi ekstraseliiler proteinler hiicre dis1 ortam sartlarina
daha iyi adapte olabilmek, denatiirasyon ve proteolitik degregasyondan korunabilmek adina genellikle daha fazla disiilfit bag1 ve
glikolizasyon bolgesi igerirler. Disiilfit baglar 6zellikle 3 boyutlu yapiy: stabilize ederek termodinamik agidan proteini daha kararli
bir yapida tutar. Bu dayaniklilik aslinda pratik uygulamalarda; yiiksek sicaklik, yiiksek asidik veya bazik ortam, yiiksek
konsantrasyondaki organik ¢oziiciiler gibi ekstrem gevresel sartlara daha iyi dayanim anlamina gelebildigi gibi; aym1 zamanda
terapdtik proteinlerin raf dmriiniin uzun olmasinda da etkilidir (Mansfeld ve ark., 1997). Disiilfit kopriilerinin, 6zellikle heterolog
ekspresyon sistemlerinde kimerik olarak tretilen rekombinant proteinlerin birbirleri arasinda olugsmasi durumunda protein aktivitesini
olumsuz etkilemesi veya saflastirma sirasinda 6zellikle afinite tag’larmin kolon ile yeterince etkilesememesinden dolayi verim ve
aktivite kayiplarina da yol agmasi siklikla karsilagilan bir durumdur (Bulaj ve ark., 2005).

Rekombinant proteinlerin heterelog ekspresyon sistemlerinde yeterince saf ve fonksiyonel olarak iiretilmeleri her zaman miimkiin
olmayabilmektedir. U¢ boyutlu konformasyonunu kazanmus, aktif ve saf proteinlerin elde edilebilmesi icin giiniimiizde ¢ok sayida
farkli konak¢1 kullamilarak bu problemler asilmaya calisilmaktadir. 20 yili askin siiredir Escherichia coli (E.coli) heterelog protein
ekspresyonu calismalarinda iizerinde barindirdigi pek ¢ok avantaj sayesinde en fazla tercih edilen konakgilardan birisi olmustur.
Bunlar arasinda; uzun yillardir ¢ogu bilimsel aragtirmaya konu olmasi sayesinde bilim insanlariin E. coli protein ifade sistemleri
hakkinda ciddi bir tecriibeye sahip olmasi, kiiltiiriiniin kolay ve diisiik maliyetli bir sekilde gergeklestirilebilmesi sayilabilir (Ulusu ve
ark., 2016).

Rekombinant protein iiretimi ¢aligmalarinda ilgilenilen proteine ek olarak ilave edilen ve ortamdaki diger proteinlere gore {iretilecek
olan proteine fakli 6zellikler katan isaretleyiciler genel olarak protein tag’lari olarak bilinirler. E.coli’de proteinler direkt veya fiizyon
olarak ekspres edilebilir (LaVallie ve McCoy, 1995; Makrides, 1996). Fiizyon olarak heterolog protein ifadesinin amaglar1 arasinda;
afinite tag’larinin ilave edilmesi (His Tag, glutatione-S-transferase, cellulose binding domain gibi), proteinleri daha ¢dziinebilir hale
getirme (thioredoxin), disiilfit baglarmin olusumu (thioredoxin) veya iiretilen proteinlerin periplazma bolgesine yonlendirilmesi gibi
amagclarla yapilmaktadir (Crowe ve ark., 1994; Derman ve ark., 1993; Stewart ve ark., 1998). Bir proteinin fiizyon partneri olarak
kullanilabilmesi i¢in kii¢iik boyutlu olmasi ve 6zellikle E.coli’de iiretiminin 6nemli miktarda olmasi gerekir.

TolA, E.coli’de i¢ zarn biitiinliigiiniin korunmasinda ve kolisinler ile bakteriyofajlarin aliminda rol oynayan periplazmik bir proteindir
(Levengood ve ark., 1991; Lazzaroni ve ark., 1999). Ug farkl alt birimden olusan TolA proteininin bir kism kisa N-terminal alt birim
olarak adlandirilan kisimdir ve burasi tek bir transmembran heliks kismindan olugmaktadir. Bu bolge ayni zamanda TolA’y1 i
membrana baglayan kisim olarak bilinir. Tkinci biiyiik alt birim ise, yogunlukla polar amino asitlerden olusur ve yapisal olarak a-
heliks seklindedir. Ugiincii alt birim ise C-terminal alt birim (TolA-IIT) olarak adlandirilir ve digerlerine gére daha kiigiik olan bu
kistm 92 amino asitten olugsmaktadir (Lubkowski ve ark., 1999). E.coli’de heterolog proteinlerin ekspres edilmesi igin gelistirilen pTol
vektorii de TolA-III proteininin fiizyon partneri olarak kullanildigi bir plazmittir. Gergeklestirilen ¢alismalarda TolA-Il1 ile birlikte
tiretilen proteinlerin E.coli’de iiretilen tiim proteomun %20’sine kadar ulasabildigi gosterilmis ve litre hiicre kiiltiirii bagina 50-90 mg
kadar fiizyon protein elde edilmistir. E.coli’de rekombinant protein iretilmesinde kullanilan ve o6zellikle heterolog proteinleri
periplazmik bolgeye yonlendirmesiyle inkliizyon cizsimciklerinin olugsmasina engel olan; toksik proteinlerin iiretilmesinde kullanilan
pTolT ekspresyon plazmiti TolA-I11 proteini sayesinde gelistirilmis bir plazmittir (Anderluh ve ark., 2003).

In vitro nokta mutasyonu teknigi, gen klonlama ve ekspresyon stratejilerinin diizenlenmesi amaciyla vektor DNA dizilerinin modifiye
edilmesinde, protein yap1 ve fonksiyon ¢alismalarinda ve genetik arastirmalarda siklikla kullanilan gelismis bir tekniktir. Bu teknikte
mutajenik primerler vasitasiyla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemi ile kalip plazmid DNA’nin bir¢ok yeni kopyasin1 meydana
getirilir. PZR ile bu yeni kopyalar1 meydana getirirken de bu sistemde Pfu DNA polimeraz enzimi istenilen yeni mutasyonlari igeren
yeni DNA dizilerini de bu kopyalarin igerisine yerlestirir. Buradaki en 6nemli nokta mutasyonlar1 igeren primerlerin dizaynidir.
Primerler istenilen mutasyonlar i¢in minimum sayida niikleotid degisikligi ile icermelidir. Her bir primer mutlaka ¢ift iplicikteki karsi
diziye eslenik olmalidir (mutasyonu igeren dizinin her iki tarafindan 5°-3’ da eslenik olan yaklagik 18-20 niikleotid mutlaka
almmalidir). Primerlerin olusturdugu dizi ona eslenik dizi ile birlesirken ug¢larda daha sonra tamir edilecek olan birer bosluk meydana
gelir. PZR islemini takiben elde edilen tiriin Dpn I restiriksiyon enzimi ile kesilir. Dpn I endoniikleaz enzimi metillenmis DNA ya
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spesifiktir ve bu yiizden kesim esnasinda ana kalip DNA’y1 (wild type) keserek yok eder ve geriye sadece PZR islemi ile
gergeklestirilen metillenmemis ve istenilen mutasyonu igeren plazmid DNA kalir (Sekil 1) (Agilent QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit Instruction Manual Catalog # 200518).

Asama 1l
Plazmit Hazirlama

Plazmite klonlanmis
mutasyona (@)ugratilacak
gen

Plazmitin denatiirasyonu
ve tasarlanan mutasyonu (X )
iceren primerlerle (/)

Asama 2
PCR reaksiyonu

Mutajenik

: birlesmesi
primerler
Mutajenik primerler
aracihgiyla PfuTurbo
Polimerazin etkinliginde
uzama
Asamal Metillenmis, yabanil tipli
Kesim parental DNA'nin Dpn lile
kesimi
Mutasyona
- Mutant dsDNA’nin kimyasal
Asama 1 plpemic . .
(dairesel kompetan E.coli hiicrelerine
Transformasyon Zincirbirer  transformasyonu

bosluk igerir)
Transformasyon sonrasi XL1-
Blue siiperkompetan
hiicrelerinin DNA'daki
bosluklar: tamiri

Sekil 1. QuickChange site-directed mutasyon isleminin ozeti (Agilent QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Instruction Manual
Catalog # 200518)

Bu ¢aligma kapsaminda da E. coli ekspresyon pilazmiti pTolT vektorii QuikChange site-directed mutagenesis kiti kullanilarak
modifiye edilmis ve TolA-III proteininde bulunan iki Cys (C) rezidiisii Ser (S) ile degistirilerek (C56S ve C31S mutasyonlari) bu
sistemle iretilecek fiizyon proteinin diger partneri ile non-spesifik disiilfit kopriilerinin olugmasimin ve non-spesifik protein
katlanmalarinin 6ntine gegilmistir (Sekil 2). Elde edilen yeni vektor pTolT Delta olarak adlandirilmistir.

e-1SSN: 2148-2683 3



Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi

C56S

Sekil 2. E.coli TolA Il proteini ve mutasyon gerceklestirilen bolgeler (Sekil 1tol kodlu PDB dosyast kullanilarak PyMOL programinda
olugturulmustur)

2. Materyal ve Metot

2.1. Primer Tasarim

QuickChange mutasyon teknigi genellikle nokta mutasyonlarinin, amino asit degisimlerinin, tek veya daha fazla amino asit eklenmesi
veya silinmesi islemlerinin gergeklestirilmesi i¢in kullanilan bir metottur. Bu teknik uygulanirken gerceklestirilen polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) isleminde Pfu DNA polimeraz enzimi kullanilir. Bu enzim diger polimeraz enzimlerinden ¢ok daha az hata payina
sahip olmasi ve yiiksek proofreading aktivitesiyle ayrilir. Bu teknikte kullanilan oligoniikleotid primerlerin her birinin mutasyonun
gerceklestirilecegi vektoriin her bir zincirine tamamlayict baz dizilerinden olusturulmus ve gerceklestirilmek istenen mutasyona ait
degisikligi orta kisminda icermesine dikkat edilmistir. Oligoniikleotid primerlerinin hedef plazmit DNA ile birlesmesinin ardindan
PfuTurbo DNA polimeraz enzimi kullanilarak PZR gergeklestirilmis ve sonucunda ilgili mutasyonlari i¢eren yeni PZR iiriinleri elde
edilmistir (Sekil 1). Bir sonraki agamada ise PZR iiriinlerine Dpn I (hedef sekans: 5"-Gm6ATC-3") restriksiyon enzimi ile muamele
edilerek parental kalip DNA’larin uzaklastirilmasi saglanmistir.

Qe

Kpnl
Xhol Miul

T7 promotor

BamH1

MHHHHHHSS ™ .. ,,GGGSXXXXX (X) GSGT
BamHl Stul Sacl Apal Ndel Notl Kpnl Miul
ggt ggg gga tct ctg gtt ccg cge gga tee agg cct gag cte cgg gec cca tat gge gge cge ggt ace tga tga acg cgt
G 06 GS LVPF R @6 3 RFELRAPYG OGRG T *" TR

Sekil 3. pTolT E.coli ekspresyon vektorii ve ¢oklu klonlama béolgesi (Anderluh ve ark., 2003)
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Bu ¢aligmada gergeklestirilmek istenen mutasyonlar 56. ve 31. pozisyondaki sisteinlerin yerine serin amino asitinin getirilmesidir
(SirastylaC56S ve C31S mutasyonlar1). Bu islem icin pTolT plazmiti (Gaziosmanpasa Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi 6gretim {iyesi Prof. Dr. Isa GOKCE tarafindan laboratuvarimiz génderilmistir.) (Sekil 3) iizerinde yer alan TolAIIl proteini
gen dizisinde (Sekil 4) 31. ve 56. pozisyondaki sistein rezidiilerini kodlayan TGT’ nin, serin amino asidini kodlayan AGT ile
degistirilmesine yonelik ileri ve geri primerler tasarlanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. QuickChange mutasyon reaksiyonu i¢in tasarlanan primerler

Primer Adi Primer Sekansi Tw (°C)
pTOL C1F GTCCTATGCAGGCAAAACCAGTACGCTGCGCATAAAACTG 73,5
PTOL C1R CAGTTTTATGCGCAGCGTACTGGTTTTGCCTGCATAGGAC 73,5
pTOL C2F GGTGGCGATCCCGCACTTAGTCAGGCTGCGTTGGCAGCAG >75
PTOL C2R CTGCTGCCAACGCAGCCTGACTAAGTGCGGGATCGCCACC >75

Primerler tasarlanirken her iki primerin de (ileri ve geri primer) tasarlanan mutasyonu igermesine, ayrica ileri ve geri primerlerin
hedef DNA’nin ayni bdlgesindeki karsit zincirlere birebir eslenik olasina dikkat edilmistir. Primerlerin kalip DNA’ya daha siki
baglanabilmesi ve PZR iiriinlerini mutant olmaya zorlamasi amaciyla hem 5° hem de 3’ uclarinda G veya C niikleotidlerinin olmasina
ozellikle dikkat edilmistir. Kit {ireticisi firma tarafindan tasarimi gergeklestirilen primer ¢iftlerinin 25 ile 45 baz uzunlugunda olmasi
tavsiye edildiginden dolay1 bu calismada da 40 baz uzunlugundaki oligoniikleotidler primer olarak kullanilmistir. Buradaki hassas
noktalardan birisi primer uzunlugunun 45 bazdan daha fazla olmamasidir. Ciinkii uzunluk daha da arttik¢a oligoniikleotidlerde
sekonder yapilarin gozlenme ihtimali fazlalagarak non-spesifik PZR firlinlerinin elde edilmesi veya basarisiz PZR gerg¢eklesme
ihtimali kuvvetlenmektedir. Tasarlanan primerler Eurofins Genomics (EU) firmasindan temin edilmistir. Yine {iretici firma tarafindan
tavsiye edildigi sekliyle hedeflenen mutasyonun primer ¢iftinin orta bélgesine yerlestirilmesine, mutajenik bdlgenin her iki tarafinda
en az 15’er baz eslenik sekansin bulunmasina 6zellikle dikkat edilmistir.

gccaccgaatttcctctagaatattttgtttactttagaaggagatataccatgcatcac
AT £E F P L E Y F V Y F R R R Y T M H H
catcaccatcagtcgagcaacaatggcgcatcaggggccgatatcaataactatgeccggg
H H H H S S N N G A S G A D I N N Y A G
cagattaaatctgctatcgaaagtaagttctatgacgcatcgtcctatgcaggcaaaacc
© I K s A I E S K F Y D A S S Y A G K T
tgtacgctgcgcataaaactggcacccgatggtatgttactggatatcaaacctgaaggt
c T L R I K L A P D G M L L D I K P E G
ggcgatcccgcactttgtcaggctgcecgttggcagcagctaaacttgcgaagatcccgaaa
G b P A L C O A A L A A A K L A K I P K
ccaccaagccaggcagtatatgaagtgttcaaaaacgcgccattggacttcaaaccgggt
P P S O A V Y E V F K N A P L D F K P G
gggggatctctggttccgcgcggatccaggecctgagecteccgggecccatatggecggecgce
G 6 S L v P R G S R P E L R A P Y G G R
ggtacctgatgaacgcgt
G T - - T R

Sekil 4. TOlAll proteinine ait DNA ve amino asit sekansi (Gokce ve ark., 2008)

2.2. QuickChange Reaksiyonu i¢cin PZR

PZR igin tasarlanan primerler son konsantrasyonlar: 10 pmol mL? olacak sekilde seyreltilmistir. Kalip olarak kullamlan pTolT
plazmiti E.coli Mach | susunda ¢ogaltilarak Monarch® Plasmid Miniprep Kit (New England BioLabs. Inc.) ile saflagtirtlmustir (Ulusu
ve ark., 2016). Saflastirma sonucunda elde edilen plazmid konsantrasyonu mikro hacimli spektrofotometre ile dlgiilmiis ve 37,7 ng
mL? olarak belirlenmistir. QuickChange reaksiyonu igin kullamilan kit protokoliinde 5-50 ng mL? araligindaki kalip DNA
konsantrasyonu en iyi PZR sonucu i¢in optimize edildiginden dolay1 saflastirilan 37,7 ng mL ™ olarak saflastirilan pTolT plazmiti PZR
icin kullanilmistir. Her bir mutasyona 6zgii olmak iizere primerler ile PZR karigimi Tablo 2’deki gibi hazirlanmustir. Kit iireticisi firma
tarafindan onerildigi sekilde nokta mutasyonunu gergeklestirmek iizere PZR i¢in 12 dongii se¢ilmistir (Tablo2).
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Tablo 2. QuickChange reaksiyonu i¢in PZR karisimlart ve parametreleri (Agilent QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
Instruction Manual Catalog # 200518)

PZR Bileseni Miktar Basamak Dongii sayisi Sicaklik Siire

PZR Tamponu (10 X) Sul 1 1 95 °C 30 sn
Kalip DNA 2 ul 95 °C 30sn

Ileri Primer 1 ul 2 12-18 55°C 1 dk.

Geri Primer 1 ul 68 °C 1 min/kb
dNTP (2 mM) 5ul plazmid
Ultra Pfu DNA Polimeraz | 1 pl

ddH:0 35ul

TOPLAM 50 ul

2.3. Dpn | Kesimi

Elde edilen PZR iiriinleri igerisinde parental (metillenmis) DNA’larin yok edilmesi amaciyla metilasyonu gergeklesmis DNA
numunelerine spesifik olan Dpn I restriksiyon enzimi ile kesim gerceklestirilmistir. Bu islem igin her bir PZR {iriiniine 10 U/ul Dpn |
enziminden 1 pl ilave edilerek kesim baslatilmistir. Reaksiyon karigimi hafifge ¢alkalanarak ve pipet ile birkag defa alt tist edildikten
sonra santrifiij edilmistir. Daha sonra numuneler 1 saat 37 °C’de inkiibe edilerek kesim gergeklestirilmistir. Elde edilen mutant
plazmid DNA’lar 1s1 soku ile (Ulusu ve ark., 2016) NEB® Turbo Competent E. coli (High Efficiency) hiicrelerine transforme edilerek
Amp (+) LB Agar igeren petri kaplarina yayma ekim yapilmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Sunulan bu ¢aligmada Escherichia coli ekspresyon vektorii pTolT molekiiler olarak nokta mutasyonu teknigi ile modifiye edilerek
sisteinlerinden aridirilmistir. S6z konusu vektor prokaryotik rekombinant protein iiretimi i¢in siklikla tercih edilen E. coli’de kimerik
proteinlerin iretilerek saflagtirilmasi amaciyla kullanilmaktadir. Genetik mithendisligi teknikleriyle pTolT plazmitine klonlanan bir
gen, indiiklenebilir T7 promotoru altinda E. coli periplazmik bdlge proteinlerinden olan TolAIll ile birlikte fiizyon olarak ifade
edilmektedir. Protein miihendisligi ¢alismalarinda 6zellikle heterolog proteinlerin iiretilmesinde siklikla karsilagilan inkliizyon
cisimciginin olugmasi, konakgr hiicre tarafindan iiretilen proteinin toksik olarak algilanmasi gibi durumlara karst gelistirilmis olan
pTolT ekspresyon plazmitinin agik okuma ¢ergevesi sirasiyla; 6 X His Tag, TolA III E.coli periplazmik proteini, thrombin enzimi
tanima bolgesi (LVPRGS), ilgilenilen protein ve sonlanma kodonundan olusmaktadir (Sekil 3). Bu ¢alismada pTolT ekspresyon
plazmitinin modifiye edilerek pTolT Delta’nin (sisteinleri giderilmis) elde edilmesinin temel amaci, heterolog proteinde bir veya daha
fazla sistein bulunmasi durumunda istenmeyen disiilfit ¢apraz baglarinin olusarak proteinin 3 boyutlu konformasyonunu degistirme
ihtimalinin Oniine gecilmesidir. Gergeklestirilen QuikChange site-directed mutagenesis reaksiyonuyla iki asamada TolA-IlI
proteininde bulunan iki Cys (C) rezidisii Ser (S) ile degistirilerek (C56S ve C31S mutasyonlari1) pTolT delta plazmiti elde edilmistir.
Gergeklestirilen mutasyonun dogrulanmasi amaciyla DNA sekans analizi yapilan mutant plazmitlere ait dizileme kromatogrami Sekil
5.’te verilmistir. Kromatogram FinchTV Version 1.4.0 programinda goriintiilenmistir.

BACGAT CTCTAGATATTTTGTTTACT T TAAGAAGGAGATATACCATG CATCACCATCACCATCACTCG AGCAACAATG GCGCATCAGGG GCCGATATCAA TAACTATGCCGGG(C
10 20 30 40 50 60 0 100 10

ACGCTGCGCATAAAACTGGCACCCGATGGTATGTTAC TGG ATATCAAAC
180 190 200 210 20

AN
A W AWMV AV
y X v,.'/ \'Q‘;/\’f‘/\’ VYWV VWY V \~/\ M

AGATTAAATCTGC TATCGAAAGTAAGTTCTATGACGCATCG TCCTA TGCAGGCAAAACC
120 130 140 150 170

T e e

AGGC TGCGTTGGCAGCAGCTAAACTTGCGAAG ATCCCG AAACCACCAAGCCAGGCAGTATATG AAGTGTTCAAAAACGCGCCATT(
260 270 280 20 300 310 30 3%

CTGAAGGTGGCGATCCCGCACT

230 24
L L R

GACTTCAAACCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCAGGCCTGAGCTCCGGGCCCCATATGGCGGCCGCGGTACCTGATGAACGCGTGAGGAATTTTGAAGATCCG
| 340 350 360 310 380 390 400 410 420 430 440 45q
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Sekil 5. QuikChange site-directed mutagenesis reaksiyonu sonucunda elde edilen pTolT Delta plazmitine ait DNA sekans analizi
kromatogrami

Proteinlerin ve peptidlerin dogal yapilar1; molekiiliin esnekligini, konformasyonunu ve katlanmasini direkt veya indirekt olarak
belirleyen pek cok etkilesim tarafindan stabilize edilir. Hidrojen bag1 ve hidrofobik etkilesimler gibi, bu etkilesimlerin ¢ogu, non-
kovalent ve genellikle zayif etkilesimlerdir. Diger bir taraftan ise, kovalent etkilesimlerin, 6zellikle kiiciik boyutlarindan dolay1
hidrofobik amino asitleri az miktarda igermelerinden dolay: peptidlerin katlanmalarinda daha etkili olduklari distiniilmektedir (Khoo
ve Norton, 2011). Kovalent etkilesimlerin en ¢ok bilinen drnegi ise 6zellikle iki sistein amino asidi arasinda meydana gelen disiilfit
baglaridir. Bu baglar genellikle; biiylime faktorleri, hormonlar, enzimler, toksinler ve arkealar tarafindan iiretilen termostabil
intraseliiler proteinlerde bol miktarda bulunurlar (Mallick ve ark., 2002). Disiilfit baglarmin ¢ogu, proteinin 3 boyutlu
konformasyonunu devam ettirmek disinda fonksiyon igin gérev almazlar, fakat bu baglarin varligi proteinlerin tersiyer yapilarinin
olusturulmasinda ve devaminda direkt olarak ilgili olduklar1 i¢in proteinlerin aktivitelerini ciddi oranda etkileyebilirler.

Sequence ID: Query_186115 Length: 89 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 89 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
172 bits(437) 2e-63 Compositional matrix adjust.  87/89(98%) 87/89(97%) 0/89(0%)
pTolT 1  SGADINNYAGQIKSAIESKFYDASSYAGK LRIKLAPDGMLLDIKPEGGDPAYCRAAL 60
SGADINNYAGQIKSAIESKFYDASSYAGK LRIKLAPDGMLLDIKPEGGDPA AAL
pTolT-Delta 1  SGADINNYAGQIKSAIESKFYDASSYAGK LRIKLAPDGMLLDIKPEGGDPALUSQAAL 60

pTolT 61 AAAKLAKIPKPPSQAVYEVFKNAPLDFKP 89
AAAKLAKIPKPPSQAVYEVFKNAPLDFKP
pTolT-Delta 61 AAAKLAKIPKPPSQAVYEVFKNAPLDFKP 89

Sekil 6. pTolT ve pT1olT Delta plazmitlerinde bulunan TolA 11l aminoasit sekanst hizalama sonug¢lar
(https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi)

4. Sonug

Sonug itibariyle dogal bir proteinde bulunan distilfit baginin ortadan kaldirilmasi veya yeni sisteinler ile yeni disiilfit baglarinin
tesekkiilii yapiya bagl olarak fonksiyonu etkileyebilmektedir. Bu ¢alismada da elde edilen pTolT Delta plazmitinin yabanil tipte olan
pTolT ile sekans hizalama sonuglarima bakildiginda (Sekans hizalama islemi NCBI BLAST On-line program ile gerceklestirilmistir)
(Sekil 6) TolA III proteininin 31. ve 56. pozisyonunda bulunan sistein rezidiilerinin kaldirilarak serin’e doniistiirtildiigii goriilmektedir.
Boylece pTolT Delta ekspresyon plazmiti kullanilarak gercgeklestirilecek heterolog gen ekspresyonu c¢aligmalarinda dogal olmayan
disiilfit ¢apraz baglarinin olugmasi engellenmis olacaktir.
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