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Oz

Aquamarine proteini siyan (mavi) floresan protein ailesinin bir iiyesi olup ve Aequorea victoria'dan elde edilen GFP (yesil floresan
protein) tiirevi floresan bir proteindir. Aquamarine benzeri floresan proteinler genetik mithendisligi teknikleri ile gelistirilmis 6zellikleri
sayesinde canli hiicrelerin biyolojik olarak gdriintiilenmesi ve hiicre icerisinde lokalizasyon ¢aligmalar i¢in siklikla kullanilmaktadir.
Bu ¢alismada Escherichia coli BL21(Al) hiicreleri pROEX Aqua plasmid DNA’s1 ile transforme edilmis ve %0.04 konsantrasyonda
arabinoz ilavesi ile protein ekspresyonu indiiklenmistir. 3L kiiltlir hacimli biyoreaktdrde yiiksek ekspresyon seviyesinde iiretilen Histidin
etiketli hedef protein Ni*? afinite kromotografisi ile saflastirilmigtir. Saflagtirilan protein konsantrasyonu bir litre bakteri kiiltiirii igin 80
mg olarak belirlenmistir. Rekombinant Aquamarine’ne ait fotoliiminesans 6zellikler florometre ile analiz edilmistir. SDS-PAGE analizi
rekombinant Aquamarine proteine ait tek bir bandin oldugunu ve saflagtirilan proteinin ileri ¢caligmalarda kullanilmak {izere yiiksek
verimde ve saflikta (>%95) elde edildigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Aquamarine, Siyan (mavi) Floresan Proteini, GFP, E. coli, Rekombinant Protein

Production of Cyan (blue) Fluorescent Protein Aquamarine in a
Bioreactor and Purification

Abstract

Aquamarine is a member of the cyan fluorescent protein (CFP) protein family and is a GFP (green fluorescent protein) derived
fluorescent protein from Aequorea victoria. Aquamarine-like fluorescence proteins are often used for biological imaging and
localization studies of living cells due to their properties developed by genetic engineering techniques. In this study, Escherichia coli
BL21 (Al) cells were transformed with pROEX Aqua plasmid DNA and protein expression was induced by the addition of arabinose
at a concentration of 0.04%. Histidine-labeled target protein produced at high expression levels in the bioreactor that has 3L culture
volume was purified by Ni*? affinity chromatography. About 80 mg of the purified protein was yielded per liter of bacterial culture. The
photoluminescence properties of the Aquamarine were analyzed by fluorimeter. SDS-PAGE analysis shows a single band corresponding
to the recombinant Aquamarine that was obtained high yield and purity (>95%) for further studies.
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1. Giris

Floresan Proteinler (FP) ilk olarak Aequorea victoria denizanasi tiirline ait Yesil Floresan Protein (GFP)’in kesfedilmesi ile ortaya
cikmistir ve gliniimiizde canli sistemlerin organizasyon ve islevlerini incelemek i¢in ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir. GFP
ultraviyole 1s18a maruz kaldiginda parlak yesil floresan 6zellik gosteren 238 amino asite sahip 27 kDa molekiil agirliginda bir proteindir
(Tsien, 1998). GFP’nin amino asit dizisi aydinlatildiktan sonra bilim insanlar1 GFP'nin fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerini mutagenez
yoluyla gelistirerek yeni FP varyantlar1 elde etmislerdir. Ornegin Tsien ve arkadaslar1 (1995) GFP'nin floresan yogunlugunu ve
fotostabilitesini arttiran S65T nokta mutasyonunu gerceklestirmistir. Daha sonra GFP’nin ¢ok sayida mutantlar1 gelistirilerek mavi,
turkuaz ve sar1 gibi farkli floresan proteinler tanimlanmistir (Pascual ve ark., 1999, Shaner ve ark, 2005).

A. victoria’ya ait GFP ve Anthozoa mercanlarindan elde edilen floresan homologlart hiicrelerin ve dokularin in vivo goriintiilenmesi
icin paha bigilmez araglar haline gelmistir. Spektral ve kromofor farkliliklara ragmen GFP benzeri protein ailesinin yaklagik 100
klonlanmus iiyesi ortak yapisal, biyokimyasal ve fotofiziksel 6zelliklere sahiptir (Verkhusha ve Lukyanov, 2004). GFP benzeri proteinler
yiiksek stabiliteleri ve yardimer kofaktorler veya substrat olmadan kromofor olusturma yeteneklerinden dolay1 yaygin olarak floresan
markorler olarak kullanilmaktadir (Wilcox ve Hirshkowitz, 2015). Hiicresel ve molekiiler biyolojide, GFP geni, siklikla bir ekspresyon
raportorii olarak tercih edilmektedir (Phillips, 2001). Ayrica biyosensor gelistirmek amaciyla modifiye floresan proteinler
kullanilmaktadir. 2008 yilinda Nobel Komitesi GFP ile elde edilen basarilarindan dolayt Osamu Shimomura, Marty Chalfie ve Roger
Tsien'i Kimya Nobel Odiilii'ne layik gérmiistiir.

Siyan (mavi) floresan proteinleri (cyan fluorescent protein-CFP) A. vicforia'dan elde edilen GFP’nin yapisinda yapilan ¢esitli
mutasyonlar sonucunda gelistirilmis floresan protein grubudur (Park, Kang ve Yoon, 2016) (Sekil 1). CFP tiirevlerinde kritik mutasyon,
kromoforun fenol bileseninden ziyade bir indol ile olusmasina neden olan Y66W mutasyonudur (Sawano ve Miyawaki, 2000). Bu
mutasyon, kromoforun merkezinde bulunan aminoasitlerden biri olan tirozinin triptofana mutasyonu sonucu, emilim tepe noktasinin
mavi renge kaymasina neden olur" seklinde yazilmasinin daha dogru olacag: diisliniilmektedir. (Goedhart ve ark., 2012).

CFP tiirleri lokalizasyon ve floresan rezonans enerji transferi bazli etkilesim ¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Chudakov, Lukyanov
ve Lukyanov, 2005). Forster rezonans enerji transferi (FRET) ile floresan proteinlere dayali biyokimyasal goriintiileme teknikleri, canlt
hiicrelerde belirli kimyasal aktiviteleri ve molekiiler etkilesimleri izlemek igin biyolojik, farmakolojik ve klinik aragtirmalarda yer
almaktadir. CFP’ler canli hiicre goriintiilemede FRET dondrleri olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Mérola ve digerleri, 2014).

Aquamarine proteini 27 kDa agirliginda A. victoria GFP (avGFP) kokenli ve mutant ECFP’nin T65S ve H148G mutasyonu ile elde
edilmis CFP ailesine ait bir floresan proteindir (Sekil 1) (Erard ve ark., 2013). Aquamarine 430 nm uyarilma, 474 nm 1s1ma degerlerine
sahiptir (Sekil 2). Bu mutasyonlar kromofor boslugundaki rijitligin geri kazanilmasina ve ana zincir yapisinin bozulmadan korunmasina
katk: saglar. Aquamarine ayrica pH degeri 4 ila 10 arasinda degismeyen floresan 6zellikleriyle olaganiistii bir pH stabilitesine sahiptir
ve cevresel etkilere diigiik duyarlilik gosterir. Farklt memeli hiicre sistemlerinde etkin ve parlak ekspresyon saglamasinin yanisira uzun
floresan 6mrii ile hiicre i¢i lokasyon ve fiizyon ¢alismalarina uygun &6zelliklere sahiptir. Erard ve arkadaslari (2013) canli hiicrelerin
goriintiilenmesinde Aquamarine'nin Yellow Fluorescent Protein (YFP) ile birlikte giivenilir bir FRET dondrii olarak kullanilabilecegini
bildirmiglerdir.
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Sekil 1. 4. victoria GFP’nin Aquamarine floresan proteinine mutasyonu (https://www.fpbase.org/protein/aquamarine/)

Sekil 2: Aquamarine proteinin yapisi ve kromofor bolgesi (http://www.lcp.u-psud.fr/spip.php?rubrique 143 &lang=fr)

Escherichia coli (E. coli), rekombinant proteinlerin tiretiminde iyi karakterize edilmis bir sistem oldugu i¢in en ¢ok tercih edilen
konake1 organizma olarak bilinmektedir (Choi ve ark., 2006). E. coli ekspresyon sistemi diisiik maliyetli, yiiksek ekspresyon seviyesi,
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kolay biiyiitme, kisa siirede iiriin elde edilmesinden dolay1 oldukca avantajli bir sistemdir (Rosano ve Ceccarelli, 2014). Giiniimiizde
birgok protein rekombinant DNA teknolojisi ile E. coli suslar1 kullanilarak iiretilmektedir. Farklt CFP varyantlarinin TOP10 E. coli
hiicrelerinde Histidin etiketli olarak iiretimi ve saflagtirilmasi lizerine mevcut ¢alismalar bulunmaktadir (Alvarez ve ark., 2010). Bu
calismada E. coli pBAD ekspresyon sistemi kullanilarak Aquamarine floresan proteininin rekombinant olarak tiretilmesi, saflastirilmasi
ve karakterizasyonu gercgeklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Suslar ve besiyeri

Plazmit DNA’nin ¢ogaltilmasi i¢in £. coli DH5a, rekombinant protein iiretiminde konukgu organizma olarak ise E. coli BL21 (Al)
susu kullanilmistir. E. coli hiicrelerinin gelistirilmesi ve plasmit DNA igeren hiicrelerin se¢ilimi i¢in ampisilin (100 pg/ml) iceren LB
(Luria-Bertani) (%1 tripton, %0.5 maya ekstrakti ve %1 NaCl) besiyeri kullanilmustir.

2.2. Rekombinant ekspresyon vektorii

Aquamarine floresan proteininin ekspresyonu i¢in Fabienne Merola (2013) tarafindan olusturulan pROEX Aqua (Addgene plazmid
# 42889) isimli plazmit kullanilmistir. 717 bg biiyiikliigiindeki Aquamarine kodlayan gen amino ucunda alt1 adet histidin ile plazmit
icine kodlanmis olarak temin edilmistir. Rekombinant plazmitin E. coli DH5a hiicrelerine transformasyonu gergeklestirilmis ve plazmit
DNA EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kiti (Biobasic) kullanilarak saflagtirilmigtir.

2.3. Aquamarine ekspresyonu ve biyoreaktorde iiretimi

Rekombinant pROEX Aqua plazmidi kimyasal olarak kompetent hale getirilmis E. coli BL21 (Al) hiicrelerine 1s1 soku yontemi ile
transfer edilmistir. Transforme hiicreler ampisilin (100 pg/ml) iceren LB agar plakalara ekilerek 37°C’de gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Kati besiortamindan tek koloni elde edilmis ve bu koloniler antibiyotik iceren 5 ml LB siv1 besiyerine inokiile edilmistir
ve ¢alkalayicida gece boyunca 37°C ve 200 rpm'de inkiibe edilmistir. Gece kiiltiiriiniin 1 ml’si 1:1 oraninda %30 (w/v) steril gliserol
¢ozeltisi ile karistirilarak stok kiiltiir hazirlanmistir ve -80°C'de saklanmustir. Kalan kiiltiir 5000 rpm’de santrifiij edilerek elde edilen
hiicre peleti steril LB ile siispanse edilmistir. Kiiltiir 50 ml LB besiyerine 1:100 oraninda inokiile edilmis ve yukarida belirtilen kiiltiir
sartlarinda gece boyunca hiicreler yetistirilmistir. Biiylik 6l¢ekli Aquamarine iiretimi, SL ¢aligma hacmine sahip "Sartorius Biostat® A
plus" biyoreaktdriinde gerceklestirilmistir. Biyoreaktdrde 3L LB (100 ug/mL ampisilin ve kopiik kirici olarak %1 zeytinyag1), besiyerine
baslangic OD600 degeri 0.1 olacak sekilde gece boyu geligen kiiltiirden asilanmistir. Biyoreaktdrde {iretim boyunca pH, sicaklik, oksijen
konsantrasyonu ve karigtirma hizi gibi kiiltiir kosullar1 biyoreaktor otomasyon sistemi ile sabit tutulmustur. Kiiltiir ortaminin pH dengesi
5M NaOH ilavesiyle (pH 7.0) saglanmistir. Degisen karigtirma hizi (500-2000 rpm) ve reaktdre oksijen beslemesi ile ¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonu (DO) %30 doygunlukta sabit tutulmustur. Hiicre konsantrasyonun optik yogunlugu spektrofotometrik olarak 600 nm’de
Olciilmiistiir. Sicaklik probu ile 37°C’de hiicre yogunlugu OD600 degeri yaklasik 2.0 degerine ulastiginda pBAD promotoru
indiikleyicisi arabinozun %0.04 konsantrasyonda ilavesi ile Aquamarine ekspresyonu indiiklenmistir. 5 saat indiikleme sonrasinda
hiicreler +4°C’de 5000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenerek hasat edilmistir.

2.4. Rekombinant Aquamarine’nin saflastirilmasi

3L E. coli kiiltiiriiniiniin santrifiij edilmesi ardindan elde edilen hiicre pelleti 100 mL lizis tamponu ile (100 mM sodyumfosfat, 100
mM NacCl, pH 7.0) siispanse edilmistir. Hiicreler buz banyosunda 2 saat boyunca (15 sn aralikli 10 déngii, %90 amplitiid) sonikator ile
pargalanmistir. 8000 rpm’de 5 dakika santrifiij ile pargalanmamus hiicreler pelet seklinde ayrilmistir ve tekrar kisa siireli parcalamaya
tabi tutulmustur. +4°C’de 30000 rpm’de bir saat ultrasantrifiigasyon sonrasinda ¢oziiniir protein ¢ozeltisi elde edilmistir.

Hedef proteinin N-terminal ucundaki 6 adet histidin aminoasiti proteinin afinite kromotografisi ile saflastiriimasini saglamaktadir.
Saflastirma oncesinde 10 mL Ni-NTA kolon dolgu maddesi, 5 kolon hacmindeki yikama tamponu (100 mM NaH2P04, 100 mM NaCl,
pH 7.8) ile dengeye getirilmistir. Ultrasantrifiij sonras1 elde edilen siipernetant denge halindeki kolona eklenerek histidin etiketli hedef
proteinin kolona tutunmasi saglanmistir. Diger proteinlerin kolondan uzaklastirilmas1 amaci ile kolon 10 kolon hacmindeki yikama
tamponu 1 (100 mM sodyum fosfat, 100 mM NaCl, 10 mM imidazol pH 7.8) ve yikama tamponu 2 (100 mM sodyum fosfat, 100 mM
NaCl) yikanmistir. Kolona baglanan Aquamarine, eliisyon tamponu (100 mM sodyum fosfat, 100 mM NaCl, 300 mM imidazol, pH 7.8)
ile kolondan eliie edilmistir. 1’er mL’lik fraksiyonlar halinde elde edilen eliisyon drneklerinin bir kismi kalitatif analiz i¢in kullanilmistir.
Saflastirllmis Aquamarine protein ¢dzeltisinden imidazoliin uzaklastirilmasi amaci ile +4°C'de diyaliz tamponunda (20 mM Na2HP 04,
50 mM NaCl, pH 7.8) gece boyunca diyaliz ger¢eklestirilmistir.

2.5. Protein analizi

Saflastirllmis Aquamarine protein Orneginin kalitatif analizi Laemmli (1970) yontemi esas alinarak SDS-PAGE ile
gerceklestirilmistir. Saf protein 1X numune tamponu ile karistirilarak 95°C'de 3 dakika denatiire edilmis ve jele yiikklemeye hazir hale
getirilmistir. %12’°lik denatiire SDS-PAGE'ye ile ayrilan proteinler coomasie brillant blue (Ambresco, ABD) boya ¢ozeltisi ile 1 saat
boyunca c¢alkalayic1 {izerinde boyanmigtir. 1 saat boya uzaklastirma ¢ozeltisi ve saf suda calkalanarak jelden fazla boya
uzaklastirilmistir. Protein konsantrasyonu belirlemek amaci ile UV-VIS spektrofotometrede (Varian Cary® 50) saf protein érneginin
280 nm’de absorbans degeri Olciilmiistiir. Saflastirilmig Aquamarine'nin sogurum ve fotolimiinesans 6zelliklerinin belirlenmesinde
florimetre (PTI Quanta Master ™) kullanilmistir. Saf protein ¢ozeltisi diyaliz tampon ¢ozeltisi ile seyreltilerek belirli dalga boyu
araliginda ol¢timler alinarak sogurum, uyarilma ve emisyon grafikleri elde edilmistir.
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3. Arastirma Sonugclari ve Tartisma

3.1. Transforme hiicrelerin se¢ilimi ve biyoreaktorde protein iiretimi

717 bg biiyiikliigiinde floresan protein Aquamarine kodlayan geni tasiyan pROEX Aqua plazmidi ticari olarak temin edilmistir.
Plazmidin E. coli BL21 (Al) hiicrelerine transformasyonu yapildiktan sonra ampisilin igeren LB agar plakalarda inkiibasyon sonrasi
ertesi giin koloni olusumu goézlenmistir. Plakalar UV 15181 altinda incelendiginde transforme hiicrelerin siyan (mavi) renk 1gima vererek
transforme olmayan hiicrelerden se¢ilimi saglanmigtir. Siyan (mavi) renkteki koloniler 6nce deney tiipii (5 mL) daha sonra erlenlerde
(50 mL) LB besiyerinde yetistirilmistir ve protein iiretimi amaci ile 3L besiortami igeren biyoreaktore inokiile edilmistir. Rekombinant
Aquamarine ekspresyonu arabinoz ile indiiklenebilen araBAD promotorunun kontroliinde gerceklestirilmistir. 2.0 OD600 hiicre
yogunluguna ulasan biyoreaktor kiiltiirli %0.04 arabinoz ile indiiklenmistir. 5 saat indiiklemenin ardindan OD600 yaklagik 12.0 degerine
ulagsmustir. Oksijen konsantrasyonun ve pH’nin sabit degerlerde tutuldugu biyoreaktorde liretim esnasinda belirli araliklarda reaktérden
ornekler alinarak bu 6rneklerin SDS-PAGE analizi yapilmustir (Sekil 3).

M 1 2

=— Aguamarine
~ 27 kDa

e Y Y g —

Sekil 3. indiikleme sonrasi protein ekspresyonunun SDS-PAGE analizi gériintiisii. M. Protein markérii 1-6: indiikleme sonrasinda
sirastyla 1. ve 6. saatler arasindaki hiicre lizat1 6rnekleri

Sekil 3’te goriildiigii gibi 3. saatten 6. saate dogru 27 kDa boyutunda protein bandinin yogunlugundaki artig protein iiretiminin
zamanla arttigin1 gostermektedir. Protein {iretimi 3. saatten sonra artarak 5. saatin sonunda en yiiksek seviyeye ulagsmistir. Indiiksiyon
sonunda elde edilen hiicre siispansiyonu ve ardindan elde edilen hiicre peletinin Aquamarine proteinine ait rengi aldig1 gézlemlenmistir.

3.2. Aquamarine saflastirilmasi ve analizi

Hiicre igerisinde eksprese edilen rekombinant protein sonikasyon ile pargalanarak hiicre lizat1 elde edilmistir. Sonikasyon sirasinda
gozlemlenen sicaklik artisina protein denatiirasyonuna neden olmamasi amactyla buz banyosunda gergeklestirilmistir. Lizatin
ultrasantrifiij sonrasinda siipernetant kismi afinite kromotografisi ile saflagtirilmistir. Histidin etiketli proteinin Ni-NTA resinine
baglanmas1 kolonun proteine ait siyan (mavi) rengi almasi ile anlasilabilmektedir. 300 mM imidazol igeren eliisyon tampon ile eliisyon
islemi 1’er mL’lik 5 adet fraksiyonlar seklinde (El 2, 3, 4 ve 5) ger¢eklestirilmistir (Sekil 4). Protein eldesinin ilk fraksiyon ile bagladig
ve 4. fraksiyonda sona erdigi %12’lik SDS-PAGE jel goriintiisiinde goriilmektedir. 1. kuyucuga yiiklenen ultrasantrifiij sonrasi drnegi
beklendigi gibi E. coli hiicre ici proteinleri ile birlikte hedef Aquamarine proteinini de icermektedir. 2. kuyucukta protein ¢ozeltisi
kolona yiiklendikten sonra kolonun asagisindan alinan fraksiyonun goriintiisiinde ise Aquamarine protein bandinin hi¢ olmamasi
beklendigi halde az yogunlukta gériilmektedir. Bu durum hedef proteinin konsantrasyonunun yiiksek olmasi ve bu yiizden kolonun asir1
yiliklenmesinden kaynaklanmaktadir. Bu fraksiyon ¢dzeltisinin renksiz olmasi gerekirken siyan (mavi) renkte olmasi asir1 yiiklenmis
kolon fikrini desteklemektedir. Ayn1 sebepten dolay1 3. kuyucuktaki yikama fraksiyonunda da ¢ok az yogunlukta Aquamarine band1
goriilmektedir. i1k eliisyon ¢ozeltisinin (E1) en yiiksek protein bandina sahip olmasi gerekirken E2’deki protein bandindan daha az
yogunlukta olmasi ise kolondaki kalmis olan az miktar yitkama ¢ozeltisinin 1. fraksiyondaki protein konsantrasyonunu diisiirmesi olarak
aciklanabilir. 4. eliisyon fraksiyonunun sonrasinda saflastirmanin tamamlanmis olmas1 E5’te higbir Aquamarine protein bandinin
olmamast ile desteklenmektedir.
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Sekil 4. Saflagtirilmis Aquamarine floresan proteini ve SDS-PAGE analizi a) Saf proteinin UV 15181 altindaki goriintiisii. b) SDS-PAGE
analizi goriintisi. 1. Ultrasantrifiij sonrasi slipernetant 6rnegi 2. Siipernatant kolona tatbik edildikten sonra kolondan alinan fraksiyon
3. 30 mM imidazol ile yikama E1, E2, E3, E4, ES imidazol ile kolondan eliie edilen protein 6rnegi fraksiyonlar1 M. Protein markorii

Eliisyon 6rnekleri birlestirilerek calismadan elde edilen protein miktar1 280 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim ile belirlenmistir. Sonug
olarak biyoreaktdrde iiretim sonrasi yaklasik 80 mg/L protein iiretilmistir. Saflagtirilmis floresan proteinin fotoliiminesans 6zellikleri
florimetre ile dl¢lilmiig, sogurum, uyarilma ve emisyon grafikleri elde edilmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Aquamarine floresan proteine ait (a) sogurum (b) uyarilma (c) emisyon grafigi

Aquamarine tarafindan sogurum 279-440 nm, uyarilma 240-436 nm emisyon ise 502 nm’de ger¢eklesmektedir (Erard ve ark.,
2013). Bu degerler dikkate alindiginda Aquamarine’nin floresan 6zellikte olup giines spektrumundaki goriiniir 15181n (400-700 nm) bu
protein tarafindan kolaylikla sogurulabilecegi goriilmektedir. Bu durum, Aquamarine’nin giines pillerinde boyar madde olarak
kullanilabilecek bir floresan protein ¢esidi oldugunu desteklemektedir. Bunun yaninda uyarilma ve emisyon degerleri literatiirdeki
degerler ile uyumludur (Rizzo ve ark., 2004).

4. Sonug¢

Floresan proteinler in vivo goriintiileme gibi biyolojik bilimlerin farkli uygulama alanlarinda kullanilan, ¢alisilmasi kolay, ¢cevre dostu
ve pratik biyolojik araglar haline gelmislerdir. GFP ve varyantlari, farkl: hiicre, doku veya organizmalarin ¢ok renkli olarak etiketlemesi
amactyla yaygin olarak kullanilir. GFP ile gerceklestirilen basarili caligmalar sonrasinda floresan proteinlere olan ilgi artmis ve floresan
ozellige sahip farkli organizmalardan yeni floresan proteinler kesfedilmistir. Biyomedikal alanda kanser taramasi, tiimoriin izlenmesi
ve kanserin fotodinamik tedavisi gibi klinik, klinik dncesi veya terapotik calismalarda floresan proteinlerin farkli uygulamalar
bulunmaktadir. Farkli caligma alanlarinda uygulanabilirligi yiiksek FP’lerin yiiksek verimlilikte iiretimi rekombinant DNA teknolojisi
ile basarilabilmektedir. Bu ¢alismada E. coli konukgusu kullanilarak yiiksek saflikta ve 80 mg/L verimlikte saf Aquamarine floresan
protein eldesi saglanmistir. Ticari olarak mikrogram seviyelerinde yiiksek fiyatlarda temin edilen Aquamiarine gibi pazar degeri yiiksek
proteinlerin biyoreaktorde {iretimi bu proteinler ile yapilacak biyoteknolojik ¢aligmalar i¢in model olusturacaktir. Fiizyon halde olmayan
saf FP’ler karakterizasyon calismalarinda kullanilabilecegi gibi giines pillerinde boyarmadde olarak, farkli proteinler ile fiizyon
calismalarinda ya da bu protein iizerinde yapilacak olan mutagenez c¢alismalarinda kontrol grubu olarak kullanilabilir 6zelliktedir.
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Gelistirilmis hiicre i¢i stabilitesi ve parlaklik gibi 6zelliklere sahip Aquamarine benzeri floresan proteinler hedef bir protein ile fiizyon
halde iiretildigi takdirde hiicre ici subseliller lokasyonlarin belirlenmesinde, hiicre, doku ve niikleik asitlerin etiketlenmesinde
kullanilabilmektedir. Ayrica belirli karakteristik olgunlasma siirelerine sahip olmasi bu proteinlerin hiicre i¢inde gerceklesen biyolojik
stireclerinin siirelerinin arastirilmasina olarak saglamaktadir. FP’lerin sahip oldugu fotoagarma (photobleacing) ozellikleri hedef
proteinin canli hiicre igerisindeki hareketliligini tahmin etmek ve ayni zamanda dig faktdrlerin hareketlilik iizerindeki etkisini aragtirmak
icin kullanilabilmektedir.
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