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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

MANYETIK KOBALT FERRIT NANOPARCACIKLARIN SENTEZI VE HiSTIDIN
ETIiKETLI REKOMBINANT PREPROMELITTININ SAFLASTIRILMASI

Hacer KARABULUT
Damisman: Do¢. Dr. Yagmur UNVER
ikinci Tez Damismam: Prof. Dr. Ahmet MAVI

Amag: Bu tez calismasinda Komagataella phaffii tarafindan rekombinant olarak {iretilen ve
potansiyel terapotik protein olan prepromelittinin (ppMEL) manyetik nanopartikiiller (MNP)
kullanilarak diisiik maliyetli, hizli ve etkili bir sekilde saflagtirilmasi amaglandi.

Yontem: Manyetik 6zellige sahip CoFe2O4 manyetik nanopartikiiller (MNP) birlikte ¢oktiirme
yontemi ile sentezlendi. MNP’lerin karakterizasyonu i¢cin TEM (Transmisyon elektron
mikroskobu) ve XRD (X 1s1mi1 kirinimi) kullanildi. Diger yandan, genomunda ppMEL geni
tastyan K. phaffii hiicreleri ile histidin etiketli rekombinant prepromelittinin (rppMEL)
ekstraseliiler liretimi gergeklestirildi. 72 saatlik inkiibasyon boyunca iiretim ortamina 24 saatte
bir %0,5 metanol ilave edildi. Sentezlenen CoFe>O4 MNP’ler ile rppMEL’in saflastirilmast i¢in
optimizasyon c¢alismalar1 yapildi. Bu baglamda, MNP konsantrasyonu, MNP’lere protein
baglama (inkiibasyon) siiresi, saflasgtirma tamponuna eklenen EDTA ve imidazol
konsantrasyonu calisildi. Saflastirma sonucu elde edilen proteinler SDS-PAGE’de yiiriitiilerek
giimiis boyama ile goriintiilendi.

Bulgular: Birlikte ¢oktiirme metoduna gore sentezlenen CoFe.O4 MNP’lerin boyutlarinin
yaklasik 20-25 nm arasinda oldugu TEM ile belirlenirken kristal yapis1t XRD ile belirlendi.
Rekombinant K. phaffii hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen kiiltiir sivis1
saflagtirma ¢aligmalarinda kullanildi. MNP lerle protein saflastirma icin yapilan optimizasyon
caligmalar1 sonucunda MNP konsantrasyonunun 10 mg/mL, protein baglama (inkiibasyon)
stiresinin 2 dakika olarak kullanilabilecegi belirlendi.

Sonug: Bu tez ¢alismasinda CoFe.Os MNP leri basaril1 bir sekilde sentezlendi. Kiiltiir sivisina
salgilanan rppMEL’in, CoFe;Os MNP’ler ile tek adimda ve kisa siirede kismi olarak
saflastirilabildigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Rekombinant prepromelittin, histidin, manyetik nanopartikiil, CoFe>Os,
saflagtirma

Aralik 2024, 52 sayfa
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ABSTRACT

MASTER’S THESIS

SYNTHESIS OF MAGNETIC COBALT FERRITE NANOPARTICLES AND
PURIFICATION OF HISTIDINE-TAGGED RECOMBINANT PREPROMELITTIN

Hacer KARABULUT
Supervisor: Assoc. Prof. Yagmur UNVER
Co-Supervisor: Prof. Dr. Ahmet MAVI

Purpose: In this thesis, it was aimed to purify prepromelittin (ppMEL), a potential therapeutic
protein produced recombinantly by Komagataella phaffii, in a low-cost, rapid and effective
manner using magnetic nanoparticles (MNP).

Method: Magnetic CoFe2Os4 magnetic nanoparticles (MNP) were synthesized by co-
precipitation method. TEM (Transmission electron microscope) and XRD (X-ray diffraction)
were used for the characterization of MNPs. On the other hand, extracellular production of
histidine-labeled recombinant prepromelittin (rppMEL) was performed with K. phaffii cells
carrying ppMEL gene in their genome. 0.5% methanol was added to the production medium
every 24 hours during 72 hours of incubation. Optimization studies were performed for the
purification of rppMEL with the synthesized CoFe,Os MNPs. In this context, MNP
concentration, protein binding (incubation) time to MNPs, EDTA and imidazole concentration
added to the purification buffer were studied. The proteins obtained as a result of purification
were run on SDS-PAGE and visualized with silver staining.

Findings: The dimensions of CoFe;O4 MNPs synthesized according to the co-precipitation
method were determined to be approximately 20-25 nm by TEM, while the crystal structure
was determined by XRD. The culture fluid obtained as a result of 72 hour incubation of
recombinant K. phaffii cells was used in purification studies. As a result of optimization studies
conducted for protein purification with MNPs, it was determined that the MNP concentration
could be used as 10 mg/mL and the protein binding (incubation) time as 2 minutes.

Results: In this thesis study, CoFe2O4 MNP was synthesized successfully. It was seen that
rppMEL secreted into the culture fluid could be purified in a single step and in a short time with
CoFe;04 MNP.

Keywords: Recombinant prepromelittin, histidine, magnetic nanoparticle, CoFe2Os,
purification

December 2024, 52 pages
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GIRIS

Rekombinant Proteinler

Dogal sartlarda kendiliginden bir araya gelmesi miimkiin olmayan genlerin, farkli
canlilardan alinarak genetik miihendisligi yontemleriyle bir araya getirilmesi rekombinant DNA
teknolojisi olarak adlandirilir. Elde edilen iiriine ise rekombinant protein denir. Rekombinant
protein iiretimi, genetik miihendisliginin de gelismesiyle beraber 1980’lerin basinda ortaya
cikmistir. Bu sayede bakterilerden memeli hiicrelerine kadar farkli konakgilarda yiiksek
miktarda heterolog protein ifadesi miimkiin hale gelmistir. Gilinlimiizde rekombinant protein
tretimi, Ozellikle ilag kesfi agisindan bir doniim noktasi olarak kabul edilmektedir. Cilinkii ilag
kesfi rekombinant protein pazarinin siirekli biiyiimesi igin itici bir gii¢ olarak kabul edilir. ilag
disinda rekombinant proteinlerin kullanim alanlar1 olarak gida, deterjan, kagit, kimyasal ve

kozmetik sektorleri de sayilabilir (Gomes et al. 2018).

Rekombinant protein liretimine yonelmenin baslica sebeplerinden biri bu proteinlerin
dogada smirli miktarda bulunmasidir. Istenildigi zaman istenilen miktarlarda elde edilmesi zor
olan proteinler rekombinant olarak {iretildiginde hem yiiksek miktarlarda iiretilebilmekte hem
de istenilen modifikasyonlar yapilabilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde, rekombinant
protein iiretimi i¢in iiretilmek istenen proteine gore de degisebilmekle birlikte, konakg1 olarak
mayalarin kullanimi1 bir¢ok acidan avantajli olmaktadir. Yapilarinda bulunan hiicre duvari
sayesinde biiyiik Ol¢ekli liretim yapilan biyoreaktdrlere daha dayanikli, kismen basit ortama
ithtiya¢ duyan, istenilen translasyon sonrast modifikasyonlar1 yapmanin daha basit oldugu ve
genetik manipiilasyonlara agik bir organizma olmasi oldukca ideal bir se¢im olmasini saglar

(H. Kim et al. 2015; Mattanovich et al. 2012).

Rekombinant protein iiretimi i¢in siklikla tercih edilen organizmalardan birisi
Escherichia coli bakterisidir. Bulunabilirliginin yiiksek olmasi, hizli biiyiime ve basit biiylime
ortamina ihtiya¢ duymasi gibi 6zelliklerinden dolayin siklikla tercih edilir. Tarihte ilk ticari
ilaglar olan insiilin ve biiylime hormonunun lretiminde E. coli bakterisi konak¢i olarak
kullanilmistir (Gomes et al. 2018). Saccharomyces cerevisiae mayas1 rekombinant protein
tiretimi i¢in olduk¢a avantajli bir konakgi1 olarak kullanilmaktadir. En 6nemli avantajlari olarak
endiistriyel 6l¢ekli iiretimlere dayanikli olmas1 ve biyolojik olarak aktif dkaryotik proteinleri
dogru sekilde iiretme yetenegine sahip olmasi sayilabilir. Rekombinant protein iiretimi icin

farkli bir maya olarak Komagataella phaffii (eski adiyla Pichia pastoris), S. cerevisiae mayasi



ile karsilastirildiginda daha yiiksek biyokiitle ve daha fazla rekombinant protein eldesi saglar.
Bunun ana sebebi, K. phaffii’nin karbon kaynagi olarak metanolii kullanabilen zorunlu aerobik
maya olmasidir. Bu nedenle solunum kosullar1 altinda etanol ireterek karbon tiiketmez, boylece
daha fazla biyokiitle olusumu ve dolayisiyla da daha fazla rekombinant protein eldesiyle

sonuglanir (Gomes et al. 2018; Kurtzman, 2009; Mattanovich et al. 2012).

Salg1 faktorleri proteinlerin N-terminal bdlgesinde bulunan peptid sinyalleridir.
Gorevleri rekombinant proteini golgi kompleksinden hiicre disina yonlendirmektir. Mayalarda
en ¢ok kullanilan salg1 faktorii a-eslesme faktorii peptididir. Bu peptid, pre ve pro olmak iizere
sirastyla 19 ve 67 aminoasit i¢eren diziden olusur. Bu a-eslesme faktorii S. cerevisiae ve K.
phaffii i¢in farkli seviyelerde iiretilir. Bu faktoriin mayalarda iiretiminin rekombinant protein
ifadesinin artmasina sebep oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Gomes et al. 2018; Lin-

Cereghino et al. 2013).

K. phaffii endiistriyel olarak 6nemli proteinlerin liretimi i¢in konakg¢1 ekspresyon sistemi
olarak kullanilmaktadir. Bu sistemde iiretilen rekombinant proteinin hiicre digina salgilanmasi
i¢in pre-pro-a faktorii kullanilir. Bu salgi faktoriinlin genetik olarak manipiilasyonu ile hiicre
disina salgilanan proteinin miktar1 artirilabilir (Barrero et al. 2018). Biyoteknoloji mayasi
olarak da bilinen K. phaffii hiicre disina protein salgilama konusunda oldukg¢a verimlidir. Ciinkii
kendi iirettigi proteinlerden ¢ok az bir kismini hiicre disina salgilar. Bu nedenle hiicre dis1
ortamdaki proteinlerin ¢cogunu salgilanan rekombinant protein olusturur (Bernauer et al. 2021).
Kiiltiir sivisma salgilanan protein dogru bir sekilde katlanmis ve posttranslasyonel

modifikasyonlar1 tamamlanmis halde bulunur (Ahmad ef al. 2014).

Heterolog protein tiretimi i¢in ifade sistemi olarak K. phaffii’nin tercih edilmesinin
birden fazla sebebi vardir. Ozellikle genetik diizeyde kolayca manipiile edilebilmesi baslica
sebeptir. Bunun diginda fermentasyona ugramamasi, bir¢cok posttranslasyonel modifikasyonu
yapabilmesi ve heterolog ifade icin gii¢lii promotorlere sahip olmasi tercih sebepleridir (Lin-
Cereghino et al. 2013; Macauley-Patrick et al. 2005). K. phaffii’de heterolog protein ifadesi
hiicre icinde kalacak sekilde veya hiicre disina salgilanarak yapilabilir. S6z konusu mayada
endojen protein miktar1 ¢ok az oldugu i¢in hiicre digina salgilanan rekombinant protein,
ortamdaki toplam proteinin g¢ogunlugunu olusturur. Istenilen proteinin saflastiriimasi
diisiiniildiiglinde, bu durum avantajli bir ilk adim olarak degerlendirilir (Lin-Cereghino et al.

2013).

Rekombinant protein iiretimi i¢in secilen konak¢i organizmada en ¢ok istenen
ozelliklerin basinda yiiksek miktarda nihai protein iiretebilmesi gelir. Bununla birlikte istenilen

proteinin konakg¢ida iiretildikten sonra kolaylikla saflastirilabilmesi de 6nemli bir konudur.



Istenilen proteinin dzelligine gore iiretimin yapilacag konake1 secilmelidir. Uretilen proteinin
sonrasinda glikozile olmasi veya kimyasal olarak modifiye edilmesi gerekirse bu durum
maliyeti artiracagi i¢in pek tercih edilmez. Bu gibi durumlara alternatif olarak farkli konakeilar
da protein iiretimi i¢in Onerilmistir. Bunlarin basinda en ¢ok kullanilan organizmalar olarak
mayalar Onerilmistir. Mayalar, bocek ve memeli hiicre hatt1 konakg¢ilarina gore daha diisiik
besin gereksinimi olmas1 ve dkaryotik canli olmasi dolayisiyla birgok avantaja sahiptir. Mayalar
tek hiicreli, 0karyotik canlilardir. Ayrica biyolojik olarak aktif bir rekombinant protein igin
gerekli translasyon sonrasi modifikasyonlar1 yapabilme yeteneSine de sahiptirler. Bu
avantajlarindan dolay1 farkli farmasotik proteinlerin iiretimi igin siklikla kullanilmaktadir
(Gomes et al. 2018; Mattanovich et al. 2012; Nielsen, 2013). Biyofarmaséotik 6zellikteki
rekombinant proteinlerin biyoaktif olabilmesi genellikle proteolize ugramasi, glikozile olmasi
ve dogru katlanmasi1 gerekir. Bu modifikasyonlarin ifade seviyesi ise iiretildigi konakc¢iya
baglidir. Bu salgilama miktarlar1 hem saflastirma asamasinda gerekli basamaklar1 azaltir, hem
de tiretilen rekombinant proteinin ifadesini etkiler. Mayalarin rekombinant protein iiretimi i¢in

konakg1 olarak kullanilmasi oldukg¢a avantajlidir (Gomes et al. 2018).

Gilinlimiizde kanser 6zellikle sanayilesmis iilkelerde baslica 6liim nedenidir. Geleneksel
kanser tedavileri, ila¢ direnci, tiimdr segiciligi gibi nedenlerle tedavi etkisini yitirmeye
baslamistir. Bununla birlikte cerrahi, kemoterapi, radyasyon, biyolojik ve hormonal olarak
kanser tedavileri uygulanir. Bu tedavilerin hem maliyeti yiiksektir hem de hasta {izerinde
olumsuz yan etkilere neden olabilmektedir. Bu olumsuzluklar degerlendirildiginde, terapdtik
peptidler oldukca umut verici bir yaklasim olarak son zamanlarda dikkat cekmektedir. Terapotik
peptidler, kanser de dahil olmak {izere bircok hastaligin tedavisinde yeni ve umut verici bir
yaklagim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger tedavi yontemlerinin aksine 6zellikle biyolojik
yapilar olduklari i¢in viicut tarafindan yabanci olarak algilanmazlar. Bunun yaninda
sentezlenmelerinin kolay olmasi, hedef ozgiilliigliniin yiiksek olmasi ve segicilige sahip
olmalari, ayrica diisiik toksisiteye sahip olmalar1 da diger 6nemli avantajlar1 olarak sayilabilir

(Marqus et al. 2017).

Gegmisten giliniimiize kadar hastaliklar dogadaki kaynaklar ve geleneksel bilgiler
kullanilarak tedavi edilmistir. Dogal {iriinler, hem kanser tedavisinde hem de insanlarin yasam
kalitesini iyilestirmek icin yeni ilag kesfinde ve kesfedilmis olanlar1 gelistirmek icin en
giivenilir kaynak olarak goriilmektedir (Backorova ef al. 2012; A. Varol ef al. 2022; M. Varol,
2018). Bal arilarinin {irlinlerinin tibbi amacla kullanim1 apiterapi olarak adlandirilir. Babil,
Misir, Cin, Yunan ve Hint medeniyetlerinde ari iiriinleri tedavi amaciyla kullanilmigtir. Uzun

yillar boyunca kullanilan ve etkisi goriilen ar1 liriinleri giiniimiizde de bilim insanlarinin biiyiik



ilgisini toplamistir. Bal aris1 {riinleri arasinda en ¢ok bilinen baldir. Diger iirlinler, polen,
propolis, balmumu ve ar1 siitii glinlimiizde sagliga olan faydalar1 nedeniyle insanlar tarafindan
beslenme ve tedavi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ar1 tirinlerinden en ilgi ¢ekeni ise
ar1 zehridir. Ar1 zehri potansiyel olarak terapotik etkinlige sahiptir (Cooney et al. 2011; Jones
et al. 2011; A. Varol et al. 2022). An1 zehri kiigiik protein, peptid, enzim, seker, mineral ve
aminlerden olusur. Hiicresel sistem tizerinde farkli farmakolojik, biyolojik ve fizyolojik etkilere
sahipti. Bu etkiler radyoprotektif, antimutajenik, antiartrit, antikarsinojenik ve
antienflamatuvar etki gibi siralanabilir (Gajski & Garaj-Vrhovac, 2009; Orsoli¢, 2009; A. Varol
et al. 2022). Terapotik proteinler igerisinde ar1 zehrinin 6nemli bir bileseni olan melittin,
Ozellikle son zamanlarda oldukca dikkat cekmektedir. Ar1 zehrinin kuru agirliginin yaklagik
%40-60’1m1 olusturan melittinin simdiye kadar antikanser, antibakteriyel, antiviral ve antifungal
gibi birgok 6zelligi olduguna dair ¢aligmalar yapilmistir. Ozellikle antikanser etkinligi iizerine

fazla ¢aligma yapilmistir ve yapilmaya devam edilmektedir (Ullah ez al. 2023).

Ar1 zehrinin 6nemli bir polipeptid bileseni olan melittin 26 aminoasitten olusur ve 2850
Da molekiiler agirliga sahiptir. Melittin, armin zehir bezinde 70 aminoasitten olusan ve
prepromelittin olarak adlandirilan inaktif bir 6nciil formda firetilir. Prepromelittinin ¢ok adiml1
aktivasyonu sonrasinda 26 aminoasitlik melittin, aktif form olarak islev goriir (Ceremuga et al.
2020). Aktivasyonu i¢cin DPPIV (dipeptidil peptidaz IV) enzimi ile kesilmesi gerekir (Zuo et al.
2020). Biyolojik olarak aktif olan bu polipeptid, antioksidan ve anti-apoptotik ozellikler gibi
onemli etkilere sahiptir (J. Y. Kim ef al. 2021; A. Varol et al. 2022).

Saflastirma ve Onemi

Rekombinant protein iiretimi i¢in secilecek olan konake¢i, yalnizca proteinin
cogaltilmasin1 ve izolasyonunu degil, ayni zamanda sonrasinda bu proteinin nasil
saflagtirilacagimni da 6nemli 6l¢iide etkiler. Genetik miihendisligi alaninda yasanan 6nemli
gelismeler, konaker hiicrelerde tiretilen rekombinant protein miktarinda biiyiik bir artisa neden

olmustur. (Pina ef al. 2014).

Proteinler organizmalarda nemli gérevlere sahip olan biyolojik yapilardir. Istenilen bir
proteini biyolojik kaynagindan ayirmak icin etkili yontemlerin gelistirilmesi 6nemli bir
arastirma konusudur. Protein ayirma ve saflastirma teknolojisi temelde ikiye ayrilir. Ik yontem,
geleneksel metot olarak bilinen proteinin yapisal olarak boyutu, ¢oOziiniirligl, ligand
molekiillerine 6zgii ilgisi gibi dogal 6zelliklerine dayanan yontemlerdir (Alpert et al. 2010;
Hirabayashi et al. 2002; Zhou et al. 2018). Diger yontem ise rekombinant fiizyon proteinin
ayrilmasi ve saflastirilmasi, kat1 regine lizerindeki metal iyonlariyla selatlanabilen her tiirlii

protein etiketine dayanir (Brizzard ef al. 1994; Ganesana et al. 2011; Zhou et al. 2018; Zhu et
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al. 2017). Kromatografi, protein saflagtirilmasi i¢in siklikla tercih edilen bir yontemdir. Hem
ekonomik olarak uygulanabilir olmast hem de az islem basamagi icermesi nedeniyle yiiksek
saflikla geri kazanim ile sonuglanir (Carta & Jungbauer, 2010; Milne, 2011; Pina et al. 2014;
Walter & Gottschalk, 2010).

Afinite kromatografisinde hedef proteine spesifiklik, kati destegin istenilen afinite
ligandlariyla kimyasal olarak fonksiyonellestirilmesi ile saglanir. Bu ligandlar biyolojik,

kimyasal ve sentetik olarak ii¢ ana kategoriye ayrilir (Pina et al. 2014; Roque & Lowe, 2007).

Afinite etiketleri protein saflastirma i¢in oldukca etkili ve sik kullanilan arag¢lardir.
Temelde bu araglar, biyokimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olunmadan hemen hemen
her proteinin saflastirilmasina imkan tanirlar. Bu aracin kullanimi, heniiz karakterize edilmemis
cok sayida proteinin biyolojik islevini arastirma i¢in kullanilarak yontem yayginlastirilmistir
(Arnau ef al. 2011). Afinite etiketleri farkli boyutlarda olabilir ve hedeflenen biyomolekiiliin N
veya C terminaline genetik olarak kaynastirilabilir. Bu etiketleri kullanmanin birgok avantaji
vardir. Saflastirma siirecini kolaylagtirmanin yani sira ilgili biyomolekiiliin ¢oziintirliigiinii ve
stabilitesini artirabilir. ifade diizeyinde artisa da neden olabilir. Hiicresel lokalizasyon ve

goriintliileme caligsmalarinin yapilmasina olanak tanir (Pina ef al. 2014; Young et al. 2012).

Afinite etiketleri arasinda en yaygin olarak immobilize edilmis Ni*? veya Co™? iyon
komplekslerine baglanabilen polihistidin etiketi kullanilir. Histidin etiketli proteinlerin
izolasyonu genellikle Ni*? kompleksleriyle modifiye edilmis recine igeren kolonlarda
gerceklestirilir. Bu yontem herhangi bir protein ifade sistemine de kolaylikla uygulanabilir

(Feng et al. 2015; Zhou et al. 2018).

Endiistriyel kullanim ve arastirma i¢in gerekli rekombinant proteinin farkl: kalite ve
miktarlarda olmasindan dolay1 saflastirma tekniklerinin cesitliligi artmustir. Uretilen
rekombinant proteinin verimi kullanilan ifade kosullarindan etkilenir. Bu durumlar g6z 6niine
alindiginda rekombinant proteinlerin hem ekonomik iiretimi ve verimli saflagtirma
yontemlerine ek olarak verimli ifade konaklarini da kullanmay1 gerektirir (GE Healthcare Life
Sciences, 2007; Mahmoodi et al. 2019). Bu ihtiyaglar1 karsilayabilmek ve istenen rekombinant
proteinin geri kazanim oranini iyilestirmek i¢in fizikokimyasal ve afinite saflastirma yontemleri
de dahil olmak iizere ¢esitli stratejiler gelistirilmistir (Kimple et al. 2013; Kosobokova et al.
2016; Mahmoodi et al. 2019; Wingfield, 2015). Tiim bu durumlar g6z oniine alindiginda,
rekombinant proteinlerin saflastirilmasi i¢in basit, giivenilir, hizli ve dl¢eklenebilir yeni ayirma
tekniklerinin gelistirilmesi biyoayirma teknolojileri i¢in kritik bir hedef olmaya devam

etmektedir. Ozellikle en az optimizasyonla hedeflenen proteinin elde edilebildigi platformlar



dikkat cekicidir. Gelistirilen bu yeni yontemler, iirlinlerin aragtirma ve gelistirilmesini

hizlandirmakla beraber ticari agidan teslimat siiresini de kisaltabilir (Mahmoodi et al. 2019).

Rekombinant proteinlerin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi en etkili ve yaygin
bir yontemdir. Bunun sebebi elde edilen iiriiniin safligi ve geri kazanim verimi oldukca
yiiksektir. Fakat bu yontemde her bir hedef protein i¢in spesifik afinite ajanlarina ihtiyag vardir.
Saflastirilacak proteinlerin ¢esitliligi ihtiyag duyulan spesifik afinite ajanlarmin sayisinin
artmasina neden olur. Bu yilizden her ne kadar etkili ve cazip bir yontem olsa da ¢ogu protein

i¢in ortak uygulanabilir bir genel yontem daha c¢ok tercih sebebidir (Pina et al. 2014).

Simdiye kadar yaygin bir sekilde kullanilan ve bircok avantaji olan afinite stratejileri,
yiiksek maliyetli bir yontemdir. Son zamanlarda g¢esitli yiizey modifikasyonu yapilmis
nanopartikiiller (MNP) rekombinant proteinlerin geri kazanimini ve saflagtirilmasini artirmak
icin tasarlanmistir. MNP ler; hizli, basit, kolay ulasilabilir ve en 6nemlisi diisiik maliyetlidirler.
Yiizey modifikasyonuna uygun, canlilar icin sitotoksik olmayan (100png/ml konsantrasyona
kadar), hem ticari hem arastirma alanlari i¢in bir¢ok uygulama alnina sahip ve avantajli nano
yapilardir. Hem uygulama kolayligi hem de sayilan avantajlarindan dolayr son zamanlarda
MNP ilse saflastirma prosediirleri ilgi ¢ekmeye baslamis ve gelistirilmeye baslanmistir

(Mahmoodi et al. 2019).

Manyetik saflastirma yontemi olduk¢a hizli ve verimli bir yontem olarak son
zamanlarda karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontemin en biiyiilk avantaji zararli olan fiziksel ve
kimyasal islemlere maruz birakmadan protein, hiicre ve diger biyomolekiillerin basit hizl1 ve
etkili bir sekilde saflastirilmasina olanak tanimasidir. Ayrica istenirse saflastirilan {iriiniin
konsantre edilmesine de imkén saglar (Wu ef al. 2014; Zhou et al. 2018). Nanopartikiiller farkl
protein tiplerinin ayrilmasi i¢in etkili bir yontem olarak son zamanlarda karsimiza ¢ikmaktadir.
Ayrica karma protein iceren biyolojik bir drnekten tek adimda hedef proteini saflastirmay1 da
miimkiin kilmaktadir (Li ef al. 2013; Zhou et al. 2018). Histidin etiketli proteinleri ayirmanin
yolu nanopartikiiliin ylizeyine uygun afinite ajanlarim1 baglamaktir. Nanopartikiillerin
yiizeyindeki Ni*? veya Co*? iyonlar1 histidin etiketli proteinin baglanmasi i¢in alan olusturur.
Ayrica kullanilan siiperparamanyetik ¢ekirdek manyetik alan ile proteinin saflastiriimasini da

kolaylastirir (Zhou et al. 2017, 2018).

Manyetik Nanopartikiiller ile Saflastirma

Boyutlar1 1-100 nm arasinda degisen nesneler nanopartikiiller olarak tanimlanir.
Giiniimiizde oldukga gesitli alanlarda kullanim alanina sahiptir. Ornegin tibbi tedavilerde, enerji

depolamak i¢in giines ve oksit yakit pillerinin iiretimi gibi endiistriyel sektorlerin yaninda



kozmetik ve giyim sektoriinde de kullanim alanina sahiptir. Bu kadar farkli alanlarda
kullanilmasi, kiigiik parcacik boyutuna sahip olmasi, ylizey alani, yiizey reaktivitesi, partikiil
yiikii ve sekli gibi karakteristik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Bundschuh et al. 2018;
Hasan, 2014; Jain et al. 2024).

Nanopartikiil Sentez

Y Ontemleri

Alt-Yukar Yaklasim Ust-Asag1 Yaklasim

g . Kimyasal Fiziksel
Yesil Sentez Yy ..
Yontemler Yontemler
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elektrokimyasal *  Sprey Pirolizi
Litografi

Sekil 1. Nanopartikiil sentez yontemlerini gosteren sema (Jain et al. 2024)’den Tiirkge’ye
cevrildi

Nanopartikiil elde etme yontemleri de nanopartikiiller gibi oldukca ¢esitlidir. MNP lerin
birden fazla elde etme yontemi olsa da genel olarak 6gilitme, termal ayristirma, mikroemiilsiyon,
kimyasal buhar biriktirme, birlikte ¢oktiirme, poliol yontemi, kisith bir ortamda reaksiyon, akis
enjeksiyon sentezi ve sonoliz olarak siralanabilir (Mehta, 2017; Minkner ef al. 2020; Singh et
al. 2010). Elde etme yontemi secerken bu malzemenin nerede kullanilacagina gdre uygun
yontemin secilmesi gerekir. Bu yontemlerden siklikla kullanilan kimyasal yontemlerdir.
Kimyasal sentez yontemlerinde cevre kirliligi, yliksek enerji tiiketimi ve potansiyel saglik
riskleri gibi bircok olumsuz sonuglara neden olur. Nanopartikiil elde etmek icin kimyasal
yontemlere ek olarak fiziksel yontemler de kullanilmaktadir. Aerosoller, ultraviyole radyasyon
ve termal ayrisma fiziksel yontemlerden bazilaridir. Bu yontemlerin hepsi yiiksek sicaklik ve
basinca ihtiya¢ duyar. Fiziksel ve kimyasal yontemlerdeki olumsuzluklari asmak i¢in alternatif
olarak yesil sentez gelistirilmistir. Yesil sentez diger yontemlere gore daha diisiik maliyetli
olmasinin yaninda ¢evreye daha az zararli, hem insan sagligi hem de ¢evresel olarak giivenlik

diizeyi yliksek oldugu i¢in daha avantajlidir (Jain et al. 2024; Ying et al. 2022).



Nanopartikiiller, boyutlarinin nano olmasinin da avantajindan dolay1 bir¢ok kullanim
alanina sahiptir. Ornegin, manyetik rezonans goriintiilleme, hedefli ilag dagitimi, hipertermi ile
kanser hiicrelerinin hedefli yikimi, manyetofeksiyon, doku miihendisligi veya saflagtirma
alanlarinda kullanilabilecegine dair calismalar mevcuttur (Krishnan, 2010; Minkner et al. 2020;

Nosrati et al. 2017; Solak et al. 2024; Yildiz et al. 2021).

MNP’ler rekombinant proteinlerin saflastirilmasi i¢in uygun bir aractir. Yiizeyleri amin,
karboksil veya oksazolin gibi fonksiyonel bir grup ile modifiye edilerek, silika ile kaplanarak
veya direk cekirdegin yiizeyi Ni™? veya Co*? gibi iyonlarla kaplanarak kullanilabilir. Nikel,
histidin etiketi ve yliksek sayida histidin kalintisina sahip proteinler icin yiiksek afiniteye
sahiptir. Yiizeyi Ni*? ile kapli olan MNP’ler histidin etiketli proteinlere karsi afinite
gostereceginden saflastirma araci olarak kullanilabilir. MNP’ler ile saflastirilan proteinlere
ornek olarak GFP (yesil floresan protein) verilebilir. Saflastirma araci olarak MNP kullanilarak
E. coli hiicre lizatindan yiiksek saflikta GFP saflastirilabilmistir (Schwaminger et al. 2019).
Yine ayn1 sekilde ipekbdcegi yag govdesi 6rneginden istenilen proteinler yiiksek saflikta elde

edilebilmistir (Minkner et al. 2020).

Son zamanlarda popiiler olan MNP’ler saflastirma araci olarak birgok caligmada

kullanilmis ayrica ticari olarak da satilmaya baglanmistir.

Bu tez c¢alismasinin amaci; CoFe2O4 manyetik nanopartikiillerini (CoFe2Os MNP)
sentezlemek, rekombinant prepromelittinin (rppMEL) K. phaffii tarafindan ekstraseliiler
tiretimini saglamak ve iiretilen rppMEL’1 CoFe2O4 MNP lerle saflagtirmaktir. Bu dogrultuda;

i. Saflastirma araci olarak kullanilacak olan CoFe>Os MNP’lerin sentezlenmesi ve
karakterizasyonu,

ii. Rekombinant rppMEL’in ekstraseliiler iiretimi,

iii. Sentezlenen CoFe;Os4 MNP’ler ile rppMEL’in saflastirilmasi i¢in optimizasyon
calismalari,

iv. Saflastirilan rppMEL’in SDS-PAGE ile goriintiilenmesi hedeflenmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Werten et al. 2019, K. phaffii nin yiiksek verimli rekombinant protein eldesi nedeniyle
bu ekspresyon sisteminin iyi bilindigini vurgulamislardir. Bu kapsamda K. phaffii’de simdiye
kadar hiicre i¢i protein iiretiminde en yiliksek verimin~22 g/L oldugunu belirtmislerdir. En
yiiksek hiicre dig1 veriminin ise~18 g/L oldugunu belirtmislerdir. Hiicre dis1 protein iiretimin
saflagtirma basamagi i¢in kolaylastiric1 bir adim olmasi ve yiiksek protein verimi nedeniyle K.
phaffii’nin rekombinant protein liretiminin yani sira endiistriyel bir konak¢i olarak uygun bir

secim olduguna deginmislerdir.

Das et al. 2024, ¢alismalarinda monoklonal antikor iiretimi i¢in konakg¢i olarak maya
kullanmiglardir. Mayalarin gelismis posttranslasyonel modifikasyonlara sahip olmasi, katlanma
ve salgilama Ozelliklerinden dolay1 konakgi sistemi olarak bakterilerden daha umut verici
oldugunu belirtmislerdir. Rekombinant antikor {iretimi i¢in diger konak¢i mayalar da son
zamanlarda kullanilmakla beraber en fazla tercih edilen konak¢inin P pastoris (K. phaffii)
oldugunu belirtmis ve kendi ¢alismalarinda da bu mayay1 kullanmislardir. K. phaffii mayasinda

alfa-giftlesme faktorii ile iiretilen rekombinant antikoru hiicre disina salgilatmislardir.

Minkner et al. 2020, yaptiklar1 bir calismada ipekbdcegi ifade sistemini kullanarak His
etiketli rekombinant protein iiretmislerdir. Daha sonra nikel kaplt MNP (Fe;04@Si@NH2@Ni
kapsiil) sentezlemislerdir. Sentezledikleri nikel kapli MNP ile His etiketli rekombinant proteini
ipekbocegi lizatindan saflagtirmiglardir. Ipekbocegi lizatindan protein saflagtirma isleminin,
ifade sisteminin karmasikligi ve yagl govde matrisinden kaynakli olarak birka¢ adimda
tamamlandigini, bunun yani sira, sentezledikleri MNP’ler ile saflastirma isleminde ise sadece
miknatisa ihtiyag¢ duyuldugu icin basit ve verimli bir saflastirma yontemi oldugunu

bildirmislerdir.

Lioi et al. 2023, caligmalarinda insan prokolajen tip II’yi vahsi tip maya susunun
fermentasyon sivisindan protein A kapli manyetik boncuklar olarak adlandirdiklar: bir sistem
ile saflastirmislardir. Rekombinant kolajen iiretimi i¢in birkag prokaryotik ve dkaryotik sistem
arastirmiglar fakat en etkili ifade sistemi olarak mayay1 belirlemislerdir. Mayada istenilen
0zellikte rekombinant olarak kolajen tiretiminden sonra protein A kapli manyetik boncuklar ile
secici olarak bulundugu ortamdan ayirmislardir. Kullandiklar1 bu boncuk bazli immiin
yakalama sisteminin yeniden kullanilabilirligi, kararliligt ve 6zgiil baglanma gibi bircok

avantajini vurgulamislardir. Gelistirdikleri bu sistemin fermentasyon sirasinda iiretilen kolajen



miktarinin yari-kantitatif olarak izlenebilmesi i¢in 6nemli oldugunu belirtirmis ve diger

farmasdtiklere de uygulanabilecegini 6nermislerdir.

Chang et al. 2019, E. coli hiicre lizatindan His-etiketli proteini (rekombinant retinoid x
reseptdor) CMPEI-Ni**@SiO@Fe3;04 olarak adlandirdiklart kendi sentezledikleri manyetik
nanopartikiil ile ayirmiglardir. Sentezledikleri MNP’nin sentezinin kolay olmasi, baglanma
kapasitesinin yiiksek olmasi ve yeniden kullanilabilmesi avantajlarindan dolay1 biyoteknolojik

olarak dnemli oldugunu vurgulamiglardir.

Tiirkanoglu Ozgelik et al. 2019, yaptiklar1 bir calismada Streptomyces mobaraensis (S.
mobaraensis) pro-transglutaminaz genini pGAPZaA vektoriine klonlamis ve pGAPZo-
proMTGase ekspresyon kasetini elde etmislerdir. Hiicre dis1 olarak proMTGase enzimini dispaz
I ile aktive ettikten sonra enzim aktivitesini spektrofotometrik yontem ile 6l¢gmiiglerdir. Sonugta
yiiksek miktarda {iriin elde ederek proMTGase liretimi i¢in bir biyoproses gelistirmislerdir. K.
phaffii’nin laboratuvar dlcekli bir biyoreaktérde beslemeli-kesikli fermentasyon iiretim stireci
ile rekombinant pro-MTGase iiretmek i¢in oldukc¢a uygun bir ekspresyon sistemi oldugunu ve
klonun ticari amaglar i¢in biiyiilk miktarda rekombinant MTGase enzimini iiretmek igin

kullanilabilecegini gostermislerdir.

Bagka bir ¢alismada Acar et al. 2023, K. phaffii’de pPICZaC vektoriine yerlestirilen
horseradish peroksidaz (HRP) A2A izoenzimini histidin etiketli olarak hiicre dis1 {iretmis ve
afinite kolonu kullanarak tek adimda saflastirabilmislerdir. Afinite kolonu olarak 3-amino-4-
kloro benzohidrazit kullanmislardir. Ticari 6neme sahip HRP’nin farkli izoenzim karsimi
halinde bulundugunu ve bunlar birbirinden ayrilmasinin zor oldugunu belirtmislerdir.
Izomerlerin saflastirmasi oldukga zor bir yéntem olmasina ragmen, bu ¢alisma ile elde edilen

rekombinant enzimin tek adimda saflastirilabildigini bildirmislerdir.

Unver, 2014, yaptiklar1 bir ¢alismada memeli serum proteini olan Paraoksonaz 1
(PON1) enzimini K. phaffii ekspresyon sistemini kullanarak rekombinant olarak {iretmistir. o-
faktor sinyal dizisini kullanarak iiretilen proteinin hiicre disina salgilanmasini saglamistir.
Hiicre disia salgilanan histidin etiketli enzimi nikel selatlayict recine kullanarak afinite

teknigiyle saflagtirmigtir.

Rosa et al. 2013, Aspergillus fumigatus’tan elde ettikleri a-glukuronidaz enzimini K.
phaffii ekspresyon sistemini kullanarak histidin etiketi ile konjuge olarak iiretmislerdir. Kiiltiir
ortamina salgilanan histidin etiketli proteini saflastirmak i¢in nikel nitriloasetik asit (Ni-NTA)

kolonu kullanmiglardir. Sonugta istedikleri enzimi oldukca yliksek saflikta elde etmislerdir.
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Yine bagka bir ¢calismada Mei ef al. 2015, ticari oneme sahip kivi pektin metil esteraz
inhibitoriinii (rPMEI) K. phaffii ekspresyon sisteminde histidin etiketli olarak iiretmislerdir.
Hiicre digina salgilanan bu enzimin saflastirilmast i¢in nikel afinite kromatografisi yontemini

kullanmislardir.

Prabhu et al. 2018 ise adaptif bagisiklikta 6nemli bir rolii olan insan interferon gama
(hIFN-y) peptidini K. phaffii ekspresyon sistemi ile rekombinant olarak iiretmislerdir. Kiiltiir
ortamina salgilanan peptidin saflastirilmasi i¢in yeni bir modifiye yontem onermislerdir. Nikel
selath ters misel sistemi adi1 verdikleri bu yeni sistem ile saflastirilan peptidin miktarin1 ve
Ozelliklerini  karsilastirmak i¢in Ni-NTA yontemini kullanmiglardir. Sonugta kendi
gelistirdikleri modifiye sistemin optimizasyon c¢aligmalar1 ile elde edilen verimin

tyilestirilmesine olanak sagladigini belirtmislerdir.

Sadalla-Pinto et al. 2024, yaptiklar1 bir ¢calismada K. phaffii’de (GS115 susu) Amazon
havzasina 6zgii olan tambaqui (Colossoma macropomum) tiiriine ait GH (biiylime hormonu)
ifadesini hiicre dis1 olarak gergeklestirmislerdir. Biiylime ortami igin biyoreaktor kullanarak
yiiksek miktarda (250 mg L!) iiriin elde etmislerdir. Kiiltiir ortamina salinan rekombinant GH
(rGH) toplandiktan sonra afinite kromatografisi ile saflastirmislardir. Elde ettikleri sonuglar ile
ilk defa tambaqui'den tiiretilen rtGH'nin heterolog gen ifadesini ve liretimini biyoreaktdrde
gerceklestirmis, kiiltiir ortamina bu proteini salgilatmis ve afinite kromatografisi ile de

saflastirmiglardir.

Chen et al. 2021, ar1 zehrinin kiiclik katyonik peptidi olan melittini (MLT) SUMO
fiizyon teknolojisi ile E.coli’de iiretmislerdir. Bunun i¢in pET-3c-SUMO-Melittin plazmidi
olusturmuslardir. Son olarak fiizyon protein seklinde (SUMO-Melittin) hiicre i¢i olarak
iretimini gerceklestirmislerdir. Daha sonra SUMO proteazi ile kesilen protein karigimini Ni-
NTA (Nikel-Nitriloasetikasit) yontemiyle saflastirmiglardir. 1 litre fermentasyon kiiltliriinden
%095°ten fazla saflikta yaklagik 25 mg rekombinant protein elde etmislerdir. Rekombinant
melittin ve sentetik olarak iiretilen melittini kiyasladiklarinda sitotoksisite ve antimikrobiyal
acidan benzer sonuclar elde etmislerdir. Elde ettikleri sonuglarla rekombinant melittinin yiiksek
ekspresyonuna dair sistem gelistirdiklerini ve bu sistemin benzer antimikrobiyal peptidlerin

hazirlanmasi i¢in kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Aygar et al. 2015, Histidin etiketli proteinleri segici olarak ayirmak i¢in yiizeyi modifiye
edilmis CoFe2Os manyetik nanopartikiilleri kullanmislardir. Birlikte ¢Oktiirme yontemiyle
MNP’leri sentezlemisler, sonrasinda yiizeyini silika ile kaplayarak Ni-NTA afinite gruplari ile
modifiye etmislerdir. Hazirladiklart MNP’leri E. coli pQE-31/775 hiicre lizatindan N-

terminalinde His-etiketi bulunan rekombinant kiigiik 1s1 soku proteini olan 7Tpv-sHSP 14.3’1
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saflagtirmak icin kullanilmislardir. Gelistirdikleri saflastirma sisteminin diger sistemlere gore
baglayict tampon ve eliisyonlara ihtiyag duymamasindan dolayr avantajli oldugunu
vurgulamiglardir. Ayrica tiim saflastirma adimlart santrifiije ihtiyag duymadan miknatisla

yapilabilecegi i¢in siireden de tasarruf edildigini bildirmislerdir.

Schwaminger et al. 2019, c¢iplak demir oksit nanopartikiilleri (BION olarak
isimlendirilmis) kullanarak E.coli hiicre lizatindan 6x-His etiketli GFP proteinini
saflastirmiglardir. Calistiklart farkli tampon sistemlerinin ¢ogunda histidin etiketinin BION
yiizeyine yliksek afinite gosterdigi belirtilmistir. 6x-His etiketli GFP proteinlerinin %50’si MNP
yilizeyine baglanirken etiketsiz olan GFP proteinlerinin BION yiizeyine kars1 herhangi bir
afinite gosteremedigini belirtmislerdir. 6x-His etiketi sayesinde baglanma ve nihayetinde
saflastirma isleminin oldugu sonucuna varilmigtir. Bu sekilde %91 oraninda protein safligini 1
litrelik tiretimden elde etmislerdir. Yine de 6x-His etiketli proteinlerin BION aracilifiyla
saflastirilabilmesi i¢in adsorpsiyon ve yikama adimlarinda protein kaybinin oldukca fazla

olduguna ve bunlarin azaltilmasi gerektigine deginmislerdir.

Bagka bir ¢alismada ise Park et al. 2018, dort farkli ferrit manyetik nanopartikiil ile
histidin etiketli GFP’nin immobilizasyonunun verimini aragtirmislardir. Negatif kontrol olarak
demir (IIT) oksit MNP kullanilmistir. Kullanilan diger partikiiller, kobalt demir oksit, bakir
demir oksit, nikel demir oksittir. Bunlarin arasinda bakir ferrit MNP’nin en yiiksek
immobilizasyon verimliligine neden oldugunu rapor etmiglerdir. Verim oranini, iiretilen toplam
GFP’nin %78’ini saflastirabildiklerini belirtmislerdir. 1 gram MNP’ nin ortalama 3 mg protein
baglayabildigi sonucuna ulagmislardir. Ayrica maksimum baglanma veriminin bakir MNP ile
oldugunu ve bu iriliniin diger uygulama alaninda umut vadeden bir ara¢ olduguna

deginmislerdir.
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MATERYAL VE METOT

Kullanilan Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 1°de verildi.

Tablo 1. Kullanilan Cihazlarin Isimleri ve Markalari

Cihaz Ad1 Marka
Ceker ocak Tolkim
Calkalayict inkiibator IKA KS 3000i ve JSR

Hassas terazi

Isiticili manyetik karistiric
Inkiibator

Mikroplaka okuyucu (ELISA okuyucu)
Isik mikroskobu

Otoklav

PCR cihazi

pH metre

Saf su cihazi

Santrifiij

SDS-PAGE sistemi

UV goriintiileme cihaz1
Vorteks

-80°C dondurucu

Shimadzu-ATX224
Heidolph

Memmert

Biotek Epoch

ZEISS Primo Star

HMC Hirayama

Applied Biosystems ProFlex
Mettler Toledo

Millipore Direct-Q 8 UV
Beckman Coulter-Allegra X30R
BIO-RAD

BIO-RAD Gel DocTM XR+
Heidolph

Nuaire

Kullamilan Kimyasallar ve Besiyerler

Bu tez calismasinda kullanilan besiyerleri, kitler, protein markirlari, antikorlar ve diger
kimyasallar ThermoFisher Scientific (Invitrogen), Merck, Sigma, Honeywell, Condalab,
Neogen, Origene, Abcam, Fluka, Jena Bioscience, Oxoid ve Ampliqon firmalarindan tedarik

edildi.

Calismada kullanilan besiyeri, cozelti ve tamponlarin hazirlanisi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler, besiyerleri ve tamponlarin hazirlanisi Tablo

2’de verildi.
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Tablo 2. Kullanilan Cozeltiler, Besiyerleri ve Tamponlarin Hazirlanisi

Ad1

Hazirlanisi

YPD Agar Besiyeri

BMGY Besiyeri

BMMY Besiyeri

TCA Cbzeltisi

%10 PER Cozeltisi

2X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu

1 M Tris/HCI (pH:8,8 veya pH:6,8)

%30’luk Akrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi

%10’luk SDS

1X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

10X YNB (Yeast Nitrogen Base)

1 M Potasyum Fosfat (KH2PO4) Tamponu

Tespit Cozeltisi

Rediiksiyon Cozeltisi

Boyama Cozeltisi

Yikama Cozeltisi 1

5 g YPD broth ve 2 g agar tartilarak 70 mL saf suda
¢cOzdiiriildii. Son hacim saf su ile 100 mL’ye
tamamlandi ve otoklavlandi.

%?2 pepton, %1 maya ekstrakti1 ve 1 M KH>PO4 (pH:6)
icerecek sekilde hazirlandi ve otoklavlandi. Daha sonra,
%1 gliserol ve %1,34 YNB steril filtreden gegirilerek
eklendi.

%?2 pepton, %1 maya ekstrakti ve 1 M KH>PO4 (pH:6)
igerecek sekilde hazirlandi ve otoklavlandi. Daha sonra,
%0,5 metanol ve %1,34 YNB steril filtreden gegirilerek
eklendi.

3,5 mL saf suda 5 g TCA ¢ozdiriildi. + 4 °C de
saklandi.

0,5 g amonyum persiilfat tartildi ve 4,5 mL saf suda
¢Ozdiiriildi.

0,5 M Tris-HCI (pH:6,8) ¢ozeltisinden 2,5 mL alinip
iizerine 200 pL gliserol (%100), 04 pL B-
merkaptoetanol, 0,02 g bromofenol blue ve 0,4 g SDS

karigtirtlip son hacim steril saf su ile 10 mL’ye
tamamlandi. Alikuatlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

90 mL saf su igerisinde 12,1 g tris ¢ozdiiriilerek 1 M HCI
ile pH:8,8 ve pH:6,8’e ayarlandi. Toplam hacim saf su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

12 g akrilamid ve 0,32 g bisakrilamid tartild1 ve 27,68
mL saf suda ¢ozdiiriildii.

1 g SDS tartilip 9 mL saf suda ¢6zdiiriildii.

1,5 g tris, 7,2 g glisin ve 0,5 g SDS tartild1 ve 400 mL
saf suya eklenerek ¢6zdiiriildii. Son hacim saf su ile 500
mlL’ye tamamlandi.

3,35 g YNB tartilip 25 mL saf su ile ¢ozdiiriiliip filtreden
gecirilerek hazirlandi. + 4 °C’de saklandi.

Bir miktar saf su igerisinde 13,6 g KH,PO4 ¢ozdiiriildii.
KOH ile pH:6’ya ayarlanip son hacmi saf su ile 100
mL’ye tamamlandi ve otoklavlandi. +4 °C’de saklandi.

60 mL saf su, 30 mL %96’lik etanol ve 10 mL asetik asit
karistirilarak hazirlandi.

4,8 g CoH3NaO,, 45 mL etanol ve 80 mL saf su ile
karistirldi. Asetik asitle pH: 6’ya ayarlandiktan sonra
150 mg sodyum tiyosiilfat ve 3 mL glutaraldehit eklendi
ve karigtirildi. Son hacim saf su ile 150 mL’ye
tamamlandi.

100 mL saf su, 30 pL formaldehit karigtirldi. Uzerine
100 mg giimiis nitrat eklenerek ¢ozdiiriildii.

270 mL saf su igerisine 120 puL formaldehit ve 3,75 g
Na,COs eklenerek ¢ozdiirtldii.
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Tablo 2. (devami)

Yikama Cozeltisi 2 200 mL saf suya 1 mL gliserol ve 12,5 mL asetik asit
eklendi. Son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlanda.
Saflagtirma Tamponu 1,5 g NaH,PO4 (50 mM) ve 7,3 g NaCl (0,5 M) tartild1

ve pH 8’e HCI/NaOH ile ayarlandi. Son hacim saf su ile
250 mL’ye tamamland.

Imidazol Tamponu 0,12 g NaH,PO4 (3M), 1,46 g NaCl (0,5 M), 10,21 g
imidazol (3M) tartildi. pH 6’ya HCI/NaOH ile
ayarlandi. Son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Yikama Tamponu 50 mL saflastirma tamponu ve 335 uL imidazol
tamponu karigtirildi. pH 8’e HCI/NaOH ile ayarlandi.

Eliisyon Tamponu 13,75 mL saflagtirma tamponu ve 1,25 mL imidazol
tamponu karistirildi. pH 8’e HCI/NaOH ile ayarlandi.

Bu tez ¢alismasi, CoFe2O4 MNP sentezi ve karakterizasyonu, K. phaffii ile rekombinant
rppMEL iiretimi ve sentezlenen CoFe;O4 MNP’ler ile rppMEL’in saflastirilmasi igin
optimizasyon c¢alismalar1 olmak iizere 3 basamak halinde planlandi. Asagidaki metotlar

kullanilarak ¢aligmalar tamamlandi (Sekil 2).
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SDS-PAGE Analizi

Sekil 2. Tez ¢alismasinin sematik gosterimi
CoFe204 MNP’lerin Sentezi ve Karakterizasyonu
CoFe204 MNP’lerin sentezi

Kobalt nanopartikiillerinin (CoFe2O4 MNP) iiretimi icin birlikte ¢oktiirme yontemi
kullanildi. 250 mL reaksiyon balonu igerisine 0,63 molar (M) 180 mL NaOH ¢o6zeltisi eklendi.
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Inert atmosfer altinda geri sogutucuya bagli olarak kaynatildi. Ayn1 zamanda 2,70 gram FeCls
tuzu 5 mL ultra saf su igerisinde ¢oziildi. 1,19 gram CoCl> tuzu 5 mL ultra saf su igerisinde
¢oziildii. Homojen hale getirilen tuz ¢ozeltileri ayn1 anda ayr1 ayri siringa yardimiyla kaynayan
baz ¢ozeltisinin igerisine eklendi. Cozeltinin renginin siyaha donmesi goriildiikten sonra 2 saat
boyunca inert atmosfer altinda 500 rpm ¢alkalama hizinda reaksiyon devam ettirildi. 2 saatlik
stirenin sonunda reaksiyon sogumaya birakildi. Elde edilen manyetik nanopartikiiller gii¢lii bir
miknatis olan neodyum miknatis yardimiyla toplandi. Daha sonra ortam pH’sini notr hale
getirmek i¢in 3 defa ultra saf su ile yikama yapildi. Son olarak MNP’ler saflastirmada

kullanilmak tizere oda sicakliginda kurumaya birakildi (Fernandes de Medeiros ef al. 2017).

Geri

sogutucu

Reaksiyon

Balonu
Ceketli Isitici
Manyetik
karnistirici

Sekil 3. CoFe204 MNP sentez sistemi.
CoFe204 MNP’lerin karakterizasyonu

Sentezlenen CoFe;Os MNP’lerin sekil ve boyutlarinin belirlenebilmesi i¢in TEM
Transmission Electron Microscopy; Gegirimli Elektron Mikroskobu) (Hitachi HighTech
HT7700) kullanildi. TEM goriintiileri, karbon kapli bakir grid lizerine ornekler damlatilip
kurutulduktan sonra kaydedildi. MNP’lerin kristal yapilarinin belirlenebilmesi amactyla XRD
(X-ray Diffraction; X Isim1 Difraksiyonu) (PANalytical Empyrean XRD) analizinden
faydalanildi. Ol¢iim icin CoFexOs MNP’ler toz haline getirildi. Yaklasik 5 mg toz ornek,
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cihazda gonderilen 151n1n malzeme {lizerine diisme agis1 olan Grazing agis1 (0,5°-3°) 6l¢timii ile
20 acisinda yanstyan 1sinlarla olusan difraksiyon desenlerinin dl¢iimii alind1. Olgiimler Atatiirk
Universitesi, DAY TAM (Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi)’da

uzman destegi ile gerceklestirildi.

Rekombinant Prepromelittin (rppMEL) Uretimi

Rekombinant prepromelittinin ekstraseliiler iiretimi i¢in laboratuvarimizda bulunan
daha once elde edilmis, genomunda alkol oksidaz promotériiniin asagi akis (downstream)
bolgesinde ppMEL genini tasiyan rekombinant K. phaffii hiicreleri (pPICZaA-ppMEL/X33)
kullanild1 (Taskin et al. n.d.; US20220220491A1.pdf, n.d.).

Stoktan alinan maya hiicreleri YPD kati besiyerinde biiyiitiildiikten sonra 6ze ile
toplanarak BMGY besiyerine inokiile edildi. 30°C 225 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde bir gece
biiylimeye birakildi. Yaklasik 18-20 saatlik inkiibasyonun ardindan maya hiicreleri 4000 g’de 5
dakika boyunca santrifiij edilerek toplandi. Ortamdaki gliserolii uzaklastirmak i¢in 4000 g’de 5
dakika santrifiij ile ¢Oktiiriilen mayalar steril saf suyla yikandi. Tekrar 4000 g’de 5 dakika
santrifiij edildi ve silipernatant uzaklastirildi. Elde edilen pelet, siispanse edilerek BMMY
besiyerine inokiile edildi. Kiiltlir ortamina her 24 saatte bir %0,5 saf metanol ilave edildi. 72
saat sonunda kiiltiir 4000 g’de 5 dakika santrifiij yapilarak rekombinant protein igeren

stipernatant toplandi.

Rekombinant Proteinin Manyetik Nanopartikiillerle Saflastiriilmas1 ve Optimizasyon
Cahismalan

Sentezlenen manyetik nanopartikiiller (MNP) saflagtirmada kullanilmalart i¢in en
uygun sartlarin belirlenmesi amaciyla optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi. MNP ve rppMEL
peptidini once baglayip daha sonra eliie edebilmek i¢in uygun MNP miktari, slire ve tamponda

kullanilan imidazol/EDTA konsantrasyonlar1 denendi.

MNP miktar optimizasyonu i¢in dncelikle yiliksek konsantrasyonlarda MNP kullanildu.
Bunun i¢in 100, 200, 300, 400 ve 500 mg/mL konsantrasyon sartlar1 denendi. Bu sartlarin yani
sira 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 mg/mL konsantrasyonlar1 denendi. Maliyeti diigtirmek
amactyla en diisiik konsantrasyon olan 10 mg/mL konsantrasyon ile diger optimizasyon

caligmalarina devam edildi.

Saflastirma isleminde proteinlerin MNP’lere baglanmasi i¢in uygun slirenin
belirlenebilmesi amaciyla hem literatiirdeki veriler hem de ticari saflagtirma kitlerinin stireleri

g0z Oniine alinarak bir siire aralig1 belirlendi. Bu baglamda 2, 5, 10, 15 ve 30 dakika siire ile 10
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mg/mL MNP ve protein baglama siireleri denendi. Daha sonra 10 mg/mL MNP ve 2 dk protein

baglama siiresi ile diger optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi.

Baglama basamaginin ardindan hem yikama yapilarak hem de yikama yapilmadan
eliisyonlar toplanarak sonuglara bakildi. Ayrica yikama basamaginda kullanilan tampona 50,
100, 150 ve 200 mM olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda imidazol eklendi. Diger yandan,
yikama tamponuna 10 ve 100 mM EDTA eklendi. Son olarak eliisyon tamponuna 200 ve 300
mM imidazol eklendi. Yapilan tiim ¢aligsmalar sonrasinda 6rnekler SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve

protein bantlar1 giimiis boyama ile goriiniir hale getirildi.

SDS-PAGE analizi

Uretilen rppMEL ile optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda elde edilen protein drnekleri ile
SDS-PAGE analizi yapildi. Bunun i¢in bazi1 6rnekler TCA (trikloroasetik asit) ile ¢oktiirme
yapilarak hazirlanirken bazi 6rnekler 20 pg protein icerecek sekilde kullanildi. TCA ile protein
¢oktiirme iglemi i¢in rppMEL igeren kiiltiir stvisindan 1 mL alind1 ve {izerine Tablo 2’de tarif
edildigi gibi hazirlanan TCA c¢ozeltisinden 250 pL eklendi. Hazirlanan karisim +4°C’de 10
dakika inkiibe edildikten sonra 5 dakika 13.000 g’de santrifiij edildi. Siipernatant1 ortamdan
uzaklastirdiktan sonra yikama adimi i¢in peletin lizerine 200 pL soguk aseton eklendi. 5 dakika
13.000 g’de santrifiij islemi tekrarlandi. Yikama adimi bir kere daha ayni sekilde tekrarlandi.
Yikama isleminden sonra asetonun tamamen uzaklasmasi i¢in ornekler 95°C’de bekletildi

(Unver, 2014).

Kuyuya yiiklenecek protein miktari, Bradford protein tayin metodu ile hesaplandi. Bu
metot, Bradford reaktifi kullanilarak reaktif ve proteinlerin tepkimeye girerek olusturdugu
kompleksin absorbansini 6l¢gmeye dayanan protein tayin yontemidir. Eger bir ¢ozeltide protein
varsa boya ile kompleks olusturacak ve proteinin yogunluguna gore renk gittikce maviye
donmektedir. Olusan kompleksin absorbansi ¢6zeltinin grafigindeki denklemde yerine
yazilarak hesaplanir. Cozeltinin denklemi her ¢6zeltiye gore degiseceginden oncelikle standart
grafik olusturulmasi gerekir. Bunun i¢in deneye baglamadan 6nce Bradford reaktifi hazirlandi.
96 kuyulu plakalar kullanildi. Hazirlanan Bradford reaktifi 96 kuyulu tabakalar i¢in optimize
edilerek denklem hazirlandi. Bradford reaktifi (Bradford, 1976) protokole gore hazirlandiktan
sonra 96 kuyulu plaka i¢in 10 farkli artan konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltisi hazirlandi. 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mg/mL konsantrasyonlarinda BSA ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiler 10 kat saf su ile seyreltildi. Her bir kuyuya 245 puL Bradford reaktifi ve 5 pL
hazirlanan ve seyreltilen BSA ¢ozeltisi eklendi. Son hacim 250 pL oldu. Bu islem her bir BSA
konsantrasyonu i¢in 5 tekrarli olarak yapildi. Her bir kuyuda birkac defa pipetleme yapildi. 10
dakika boyunca karanlikta inkiibasyona birakildi. Siire dolduktan sonra 595 nm dalga boyunca
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ELISA tabaka okuyucuda absorbans degerleri 3 kere okutma yapilarak alindi. Elde edilen
veriler kullanilarak Bradford standart grafigi (Sekil 4) ¢izildi.

Bradford Standart Egrisi
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Sekil 4. Hazirlanan Bradford standart egrisi

Jel hazirlamak i¢in oncelikle gerekli camlar ve diger aparatlar temizlenerek hazir hale
getirildi. Cam plakalar arasina oncelikle ayrima jeli eklenerek polimerlesmesi beklendi. Ayirma
jeli igerigi: 2500 puL 1M Tris-HCI tamponu (pH:8,8), 2200 pL akrilamid bisakrilamid, 100 puL.
%10’luk SDS, 65 uL TEMED, 1565 puL saf su ve 35 uL %10’luk PER ¢ozeltisi olacak sekilde
hazirlandi. Plakalarin arasina eklenen jelin iizerine izopropanol eklenerek kabarcik olugmasi
engellendi ve jelin Uist kismimin diiz bir sira halinde sabitlenmesi saglandi. Ayrima jeli
polimerlestikten sonra izopropanol ortamdan uzaklastirilarak {izerine yigma jeli eklendi. Yigma
jeli igerigi: 220 pL 1 M Tris-HCI tamponu (pH:6,8), 400 pL akrilamid-bisakrilamid, 15 pL
%10’luk SDS, 15 uL TEMED, 1225 puL saf su ve 20 pL %10’luk PER ¢6zeltisi olacak sekilde
hazirlandi. Jel polimerlesmeden iizerine tarak yerlestirerek yine polimerlesmesi beklendi.
Tamamen polimerlesen jel kasetten ¢ikarilarak yiirlitme tankia alindi ve lizerine yiiriitme
tamponu ilave edildi. Yiiriitme tamponu igerisindeyken tarak cikarildi ve kuyularin tampon ile
1slanmas1 saglandi. Onceden hazirlanan drnekler 18’er pL olacak sekilde kuyulara yiiklendi.
Yiiriitme tanki kontrol {initesine baglandiktan sonra 6nce 60 V’de 30 dakika yiirlitme yapilarak
orneklerin yigma jeli igerisinde ayni hizaya gelmeleri saglandi. Daha sonra akim 120 V’ye
ayarlanip 60 dakika boyunca oda sicakliginda orneklerin jelde yliriiyerek ayrilmasi saglandi

(Laemmli, 1970).

Jelde yiiriitiilen orneklerin goriintiilenmesi igin giimiis boyama yontemi kullanildi.

Bunun ig¢in siire sonunda cam plakalar arasindaki jel alinarak saf suyla yikandi. Daha sonra
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tespit c¢oOzeltisine alinarak 30 dakika oda sicaklifinda yavasca calkalamaya birakildi. Siire
dolduktan sonra jel saf suyla ¢alkalandi ve sonrasinda rediiksiyon ¢ozeltisine alinarak 30 dakika
yavasea calkalamaya birakildi. Siire dolduktan sonra jel 3 defa saf suyla 5’er dakika calkalandi.
Sonrasinda boyama ¢ozeltisine alinarak 20 dakika boyunca yavas¢a ¢alkalandi. Boyamadan
sonra jel yine 3 defa saf suyla calkaland1 ve yikama 1 ¢6zeltisine alindi. Yavasc¢a galkalanirken
bant varlig1 gézlendi. Sonrasinda yikama 2 ¢ozeltisine alinarak jelin zemin rengi acilip bantlar
sabitlenene kadar beklendi. En son agamada jel saf su icerisine alindi. Goriintiileme sistemi
kullanilarak jel goriintiilendi (Unver, 2014) (Bu asamada kullanilan ¢dzeltiler Tablo 2’de

verildi).

Ticari Nanopartikiil Saflastirma Kiti ile Protein Saflastirma

Laboratuvarda sentezlenen CoFe.O4 MNP’lerin protein saflastirma etkinligini
karsilastirabilmek igin iki farkli ticari protein saflastirma kiti kullanildi. Bunlardan ilk olarak
histidin etiketli proteinleri ayirmak i¢in manyetik boncuk tabanli MagneHis™ saflastirma kiti
(Promega, V8500) kullanilarak saflastirma yapildi. Kit protokoliine goére 1 mL kiiltiir s1vis1 i¢in
0,03 g NaCl tartild1 ve igerisine eklendi. Vorteks kullanilarak tuz ve kiiltiir sivisi iyice
karistirildi. Uzerine 27,3 uL. MagneHis™ MNP eklendi. 10 defa alt-iist edilerek karigimi
saglandi. 2 dakika oda sartlarinda inkiibe edildi. Sonrasinda 30 saniye boyunca MNP’ler
miknatisla toplandi. MNP’ler miknatisa toplandiktan sonra geriye kalan sivi uzaklastirildi. 150
pnL baglama-yikama tamponu MNP’lerin {izerine eklendi. Ek olarak 0,03 g NaCl eklendi.
Birka¢ defa alt-list edilerek ortamin karismasi saglandiktan sonra tekrar 30 saniye boyunca
MNP’ler miknatisla toplandi. Geriye kalan sivi uzaklastirildi. Bu sekilde yikama islemi 3 defa
tekrarlandi. Eliisyon i¢cin MNP’lerin iizerine 100 pL eliisyon tamponu eklendi. 2 dakika
boyunca oda sartlarinda inkiibe edildi. Siire sonunda MNP’ler miknatisla 30 saniye boyunca
topland1. Elde edilen eliisyon sivist SDS-PAGE i¢in +4°C’de bekletildi.

Ticari Nikel Selatlayic1 Recine ile Protein Saflagtirma

Protein saflastirma etkinligini karsilagtirabilmek icin bir diger diger ticari kit olarak
nikel selatlayici regine (Probond™, K85001) kullanildi. Bu protein saflagtirma kiti rekombinant
proteindeki histidin etiketine afinite gosteren nikel selatlayici regine tabanli siispanse haldeki
kolon dolgusu maddesi halinde bulunmaktadir. Kit protokoliine gore oncelikle kolonu
hazirlamak i¢in 10 mL’lik saflastirma kolonu igerisine 2 mL Probond™ nikel selatlayici regine
ve 6 mL saf su ilave edildi. Kolon alt-iist edilerek karigimin iyice siispanse olmasi saglandi.
Recinenin kolona yerlesmesi beklendikten sonra {istte kalan sivi dikkatlice uzaklastirildi. Daha

sonra kolonun dengelenmesi i¢in 8 mL dengeleme tamponu eklendi. Kolon dolgu maddesinin
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lyice siispanse olabilmesi icin alt-list edildi. Tekrar yer ¢ekimi ile re¢inenin kolona yerlesmesi
beklendi. Bu islem iki defa tekrarlandi. Kolon dengelenip saflastirma i¢in hazir hale
getirildikten sonra, iiretim yapildiktan 72 saat sonra 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip
toplanan kiltiir s1vist Amicon filtre (10 kDa, Milipore) ile konsantre edildi. Konsantre haldeki
kiltir sivist (8 mL) kolona yiiklendi. 40 dakika boyunca nikel selatlayici recine ile karigimi
saglandi. Siire dolduktan sonra yer ¢ekimiyle reginenin kolona yerlesimi saglandi. Ustte kalan
stvi dikkatlice uzaklastirildi. Yikama islemi i¢in kolona 8 mL yikama tamponu ilave edildi.
Karisim alt-iist edilerek siispanse hale getirildikten sonra kolona yerlesmesi beklendi ve iistteki
sivi dikkatlice uzaklastirildi. Bu islem 3-4 defa tekrarlandi. Yikama islemi tamamlandiktan
sonra kolona 10 mL eliisyon tamponu ilave edildi. Karigim alt-list edilerek homojen hale
getirildikten sonra dik konuma getirilip recinenin kolona yerlesmesi beklendi. Ustte kalan
rppMEL igeren eliisyon sivis1 farkli bir tiipe alindi. Deney boyunca kullanilan ¢ozeltiler ve

hazirlanis1 Tablo 2’de verildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

CoFe204 MNP Sentezi ve Karakterizasyonu
CoFe204 MNP’lerin sentezi

CoFe>04 MNP lerin iiretimi icin birlikte ¢oktiirme yontemi kullanildi. Inert atmosfer
altinda baz ve tuzlarin karigimi saglanarak kaynamaya birakildi. Cozeltinin renginin siyaha
donmesi goriildiikten sonra reaksiyon siiresi baslatildi. 2 saatlik siirenin sonunda reaksiyon
sogumaya birakildi. Elde edilen CoFe,O4 MNP’ler miknatisa yaklasik 1 dakika icerisinde
toplandi. Reaksiyon sonucunda yaklasik 1 gram CoFe2O4 MNP elde edildi.

CoFe204 MNP’lerin karakterizasyonu

Miknatis varliginda manyetik 6zellik gosteren CoFe;O4 MNP’ye ait TEM goriintiisii
Sekil 5’te verildi. Bu sonuca gore CoFe2O4 MNP lerin kiiresel yapida oldugu goriildii.

Sekil 5. CoFe;0O4 MNP’lere ait TEM goriintiisii (Skala: 100 nm).

Sentezlenen CoFe2Os4 MNP’lere ait X 1s1n1 kirinim deseni Sekil 6’da verildi. Bu sonug
literatiir ile karsilastirildiginda elde edilen X 1s1m1 kirinim deseninin CoFe,Os4 MNP’lere ait

oldugu dogrulandi.
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Sekil 6. CoFe2O4 MNP’lere ait X 15101 kirinim deseni
rppMEL Uretimi

Genomunda ppMEL geni oldugu bilinen mayalar ile {iretim yapildi. Uretim 72 saat
boyunca devam ettirildi. Kontrol olarak pPICZaA vektoriinii igeren hiicreler kullanildi.
Besiyerine mayalar1 asiladiktan her 24 saat sonra %0,5 metanol eklenerek indiikleme yapildi.
72 saat sonunda santrifiij ile &rnekler toplandi. Uretilen protein hiicre disina salgilandig1 igin

pelet disinda kalan kiiltiir sivis1 deneylerde kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

CoFe204 MNP ile rppMEL Saflastirma Optimizasyon Calismalari

MNP ile rppMEL saflagtirmak i¢in oncelikle uygun sartlar belirlendi. Bunun i¢in
optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi. Saflastirma i¢in uygun MNP konsantrasyonu, optimum
stirenin belirlenmesi, yikama basamagindaki imidazol ve EDTA konsantrasyonunun saflagtirma

uzerindeki etkisine bakildu.

CoFe204 MNP konsantrasyonu

Literatiir aragtirmasina dayali olarak oncelikle en genis MNP konsantrasyon araligi
denendi. Bunun i¢in 100, 200, 300, 400 ve 500 mg/mL MNP kullanilarak kiiltiir sivisindan
protein saflastirma yapildi. SDS-PAGE sonrasinda yapilan giimiis boyama sonucu elde edilen

goriintli Sekil 8’de verildi.
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M1 2 3 4 5 6

Sekil 7. Artan konsantrasyonlarda CoFe>O4 MNP denemesine ait SDS-PAGE goriintiisii (M:
Markir, 1: rppMEL igeren kiiltiir sivisi, 2-6: sirasiyla; 100, 200, 300, 400 ve 500 mg/mL
CoFe204 MNP ile saflagtirma sonucu elde edilen eliisyon sivilart)

Yukarida denenen konsantrasyonlarin yam sira d10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90
mg/mL CoFe>O4 MNP konsantrasyon araligi da denendi. SDS-PAGE sonrasinda yapilan giimiis

boyama sonucu elde edilen goriintii Sekil 9°da verildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

25 kDa

15 kDa

10 kDa

Sekil 8. Artan konsantrasyonlarda CoFe>O4 MNP denemesine ait SDS-PAGE goriintiisii (M:
Markir, 1-9 sirasiyla; 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 mg/mL MNP ile saflagtirma sonucu
elde edilen eliisyon stvilar)

Protein baglama siiresi optimizasyon ¢alismasi

rppMEL ve CoFe;O4 MNP’nin baglanma siiresi olarak adlandirilan inkiibasyon siiresi
belirlendi. 10 mg/mL CoFe;O4 MNP ile 2, 5, 10, 15 ve 30 dakika olmak iizere farkl: siireler
denendi. SDS-PAGE sonrasinda yapilan glimiis boyama goriintiisii Sekil 9’da verildi.

24



M 1 2 3 4 5 6

20 kDa
17 kDa
11 kDa

Sekil 9. CoFe204 MNP ile ppMEL baglama siiresi denemesine ait SDS-PAGE goriintiisii (M:
Markir, 1: rppMEL igeren kiiltiir sivisi, 2-6 sirastyla; 2, 5, 10, 15 ve 30 dk MNP ile saflagtirma
sonucu elde edilen eliisyon sivilar)

Yikama tamponuna eklenen imidazol ve EDTA’nin etkisi

Yikama basamaginda kullanilan tampon igerisine eklenen imidazol konsantrasyonunun
saflagtirma tizerine etkisini gérmek amaciyla yikama tamponuna farkli konsantrasyonlarda
imidazol eklenerek protein saflastirma yapildi. Deney sonunda Ornekler SDS-PAGE ile
yiiriitiildii. Sonrasinda giimiis boyama ile bantlar goriintiilendi. Ayrica bu deneyde kiiltiir
stvisint Amicon filtreden (10 kDa, Milipore) ge¢irmeden dnce ve gegirdikten sonra saflagtirma
tizerine etkisine de bakildi. SDS-PAGE sonrasinda yapilan giimiis boyama sonucu elde edilen

goriintii Sekil 10°da verildi.

M1 23 4 5 6

25 kDa

15 kDa

Sekil 10. CoFe,Os MNP’lerin  yikama basamaginda tampona eklenen imidazol
konsantrasyonunun saflastirma tizerine etkisi denemesine ait SDS-PAGE goriintiisii (M:
Markir, 1 ve 2 sirastyla; filtreden gegirilmeyen ve gegirilen rppMEL igeren kiiltiir sivisi, yikama
tamponuna eklenen imidazol konsantrasyonu, 3-6 sirastyla; 50, 100, 150 ve 200 mM imidazol).
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Yikama tamponuna imidazolden farkli olarak 10 ve 100 mM konsantrasyonunda EDTA
eklenerek saflagtirma iizerine etkisine de bakildi. Saflagtirma islemi sonrasinda yapilan SDS-

PAGE ve glimiis boyama sonucu elde edilen goriintii Sekil 11°de verildi.

1 M 2 3 4 5

25 kDa

15 kDa

10 kDa

Sekil 11. Saflagtirma tamponuna eklenen EDTA ve imidazol konsantrasyonunun saflastirma
tizerine etkisi ve Karsilastirilmasi1 denemesine ait SDS-PAGE goriintiisii (1: rppMEL igeren
kiiltiir sivist, M: Markir, 2-3 sirastyla; 10 ve 100 mM EDTA ile yikama yapilan eliisyon sivisi,
4-5 sirastyla; 200 ve 300 mM imidazol ile yikama yapilan eliisyon s1visi)

Ticari Nanopartikiil Saflastirma Kiti ile Protein Saflastirma

Laboratuvarimizda sentezledigimiz CoFe;Os MNP’ler ile yapilan saflagtirmanin
verimini karsilastirmak amaciyla ticari nanopartikiil kullanilarak rekombinant protein
saflastirildi. Bunun i¢in MagneHis™ saflastirma kiti (Promega, V8500) kullanilarak deneme
yapildi. Kit prosediiriine uygun olarak gerceklestirilen deney sonrasi elde edilen 6rnekler SDS-
PAGE’de yiiriitildiikten sonra giimiis boyama ile goriintiilendi. Jel goriintiisii Sekil 12°de

verildi.
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Sekil 12. Ticari saflastirma kiti kullanarak rppMEL igeren kiiltlir sivisindan saflastirma
denemesine ait SDS-PAGE goriintiisii (M: Markar, 1: rppMEL igeren kiiltiir stvisi, 2: MNP ile
protein baglama sonrasi alinan 6rnek, 3-4-5 sirastyla; 1., 2. ve 3. yikama 6rnegi, 6: Saflastirma
sonunda elde edilen eliisyon s1visi)

Ticari Nikel Recine (Invitrogen, K85001) ile Protein Saflastirma

Bu tez calismasinda sentezlenen CoFe;Os MNP’ler ile yapilan deney verimini
karsilastirma amacuyla ticari nikel selatlayici regine kullanarak deneme yapildi. Kit prosediiriine
uygun olarak gergeklestirilen deney sonucunda elde edilen eliisyon sivist SDS-PAGE’de

yiirlitiildiikten sonra glimiis boyama ile goriintiilendi. Jel goriintiisti Sekil 13°te verildi.

M1 2

20 kDa

17 kDa
11 kDa

Sekil 13. Ticari nikel selatlayici regine kullanarak yapilan saflastirma denemesine ait SDS-
PAGE goriintiisii (M: Markar, 1: rppMEL igeren kiiltiir stvisi, 2: Eliisyon sivis1)
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Tim optimizasyon calismalarindan elde edilen sonuglar da g6z Oniine alinarak 10
mg/mL CoFe>O4 MNP kullanilarak rppMEL igeren kiiltiir sivisindan saflagtirma yapildi. SDS-

PAGE sonrasinda yapilan glimiis boyama sonucu elde edilen goriintii Sekil 14’te verildi.

M 1 2

20 kDa
17 kDa
11 kDa

Sekil 14. rppMEL’in MNP’lerle saflastirilmasina ait SDS-PAGE goriintiisii (M: Markar, 1: 20
ug protein igeren eliisyon sivisi, 2: 20 pg protein igeren kiiltiir sivisi)

Yapilan optimizasyon ¢aligsmalarindan sonra belirlenen sartlarda saflastirma yapildi.
Buna gore 10 mg/mL CoFe,O4 MNP, 2 dakika protein baglama siiresi ve imidazol igeren
eliisyon tamponu kullanildi. Eliisyon tamponu olarak ticari nikel recine kolonu i¢in kitin
(Invitrogen K85001) onerdigi igeriklerde tampon hazirlandi ve kullanildi. Tamponlarin

hazirlanis1 Tablo 2°de verildi.
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TARTISMA VE SONUC

Rekombinant DNA teknolojisindeki gelismeler sayesinde farmasotik 6zellikte birgok
tiriin kolaylikla ve istenilen miktarlarda tretilebilmektedir. Bu teknolojinin temeli dogal
sartlarda bir araya gelmesi miimkiin olmayan 6zelliklerin elde edilebilmesidir. Bundan kaynakli
olarak rekombinant DNA teknolojisinin uygulanabilecegi farkli mikroorganizmalar
calisilmustir. Istenilen 6zelliklere ve iiriiniin kullanilacag: alana gore diizenlenecek olan protein,
konakgisina gore secilir. Konak¢1 se¢ciminin 6nemi son {iriiniin 6zelliklerini belirler. Bu alanda
farmasotik protein {iretimi i¢in genellikle mayalar tercih edilmektedir. Mayalarin tercih
edilmesinin sebebi istenilen genetik modifikasyonlara izin verebilmesi, GRAS statiisiine uygun
olmasi, posttranslasyonel modifikasyonlarin 6karyot canlilara uyun olmasi gibi sebepler etkili
olmaktadir (H. Kim ef al. 2015). Bu tez ¢alismas1 kapsaminda K. phaffii mayasi konak¢i1 olarak
kullanilarak biyofarmasoétik potansiyeli olan histidin etiketli rppMEL {iretilmistir.

Son zamanlarda popiiler hale gelen MNP lerin farkli kullanim alanlar1 rapor edilmistir.
Ornegin gen aktarim ydntemi olan transfeksiyonun etkili olabilmesi i¢in yiiksek verimlilige
sahip olmasi, diisiik hiicre toksisitesine sahip olmasi, hiicre fizyolojisi izerinde minimum etkiye
sahip olmasi, kullanimi1 kolay ve tekrarlanabilir olmas1 istenir. Bu baglamda manyetofeksiyon
olarak adlandirilan yontemde, MNP araciliyla DNA’nin hedef hiicre i¢ine alinmasi i¢in MNP
ve manyetik alan kullanilir (Kalakenger ef al. 2024; Zhao et al. 2017). MNP’lerin ylizeyinin
modifikasyona uygun olmasi, sentez isleminin basit olmasi, boyutlarinin kiiciik olmasi
sebebiyle hiicre igerisine kolayca alinabilmesi MNP’ lerin gen aktariminda kullanilmasi i¢in

sayilabilecek ozelliklerdir (Kalakenger et al. 2024; Yildiz et al. 2021).

MNP’lerin kullanim alanlarindan bir digeri ise MNP lerin bulundugu c¢evredeki hiicre
veya dokular1 alternatif bir manyetik alan altinda (AMF) 1sitma islemi olan manyetik
hipertermidir (MHT). Manyetik hipertermi, kanser tedavisinde kemoterapi gibi diger tedavilere
direng gelistiren farkli kanser tiirleri i¢in timit verici bir tedavi yontemi olarak son zamanlarda
karsimiza ¢ikmaktadir. MHT ile kanser hiicreleri tarafindan bir miknatis yardimiyla hiicre i¢ine
alim1 saglanan MNP’ler manyetik alan altinda 1sitilarak hastaligin tedavisine yonelik bir

yaklasim saglar (Acar et al. 2022).

Immobilizasyon, temelde tutuklama, hareketsizlestirme anlamma gelen hiicre,
mikroorganizma veya enzimlere uygulanabilen bir yontemdir. Ozellikle endiistride enzimler

immobilize edilerek kullanilmaktadir. Bu yontemin en 6nemli avantaji immobilize edilen hiicre,
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mikroorganizma veya enzimin cevre ile olan etkilesimi smirlamasidir. Immobilizasyon igin
MNP’lerin kullanimi da oldukga avantajli bir secimdir. Immobilize edilen enzimin bulundugu
ortama sizmasi oldukca diisiik seviyededir. Ayrica enzim kaybina karsi koruma saglar, yiiksek
mekanik direng, termal kararlilik, kimyasal ve mikrobiyal bozulmaya kars1 direng saglamasi bu
yontemin diger avantajlar1 arasinda sayilabilir. Bu yontemin en 6nemli avantaji ise enzimin
ortamdan ayrilmasi saglamak i¢in manyetik alanin kullanilabilmesidir (Dagci et al. 2024; Diaz-

Hernandez et al. 2018; Goéral et al. 2023).

Saflastirma alaninda da MNP’ler siklikla kullanilmaya baslanmistir. Saflastiriimak
istenen Uriinlin 6zelligine gére MNP’ler istenilen sekilde modifiye edilebilir. Bu amagla
saflastirilmak istenen liriin 6zellikle proteinler icin iretilirken bir etiket ile konjuge olarak
tiretilmektedir (Unver et al. 2018). Bu etiketlerden 6x-His etiketi siklikla kullanilmaktadir.
Histidin etiketine afinite gosteren 6zellikle nikel, kobalt ve bakir gibi iyonlar MNP sentezinde
yiizey kaplama olarak kullanilmaktadir. Metal iyonlarla selat olusturan MNP ler histidin etiketli
proteinlerin immobilizasyonunu ve tek adimda saflastirilmasini saglar (Dagci et al. 2024; Zeng

et al. 2020).

MNP’lerin boyutlarinin kiigiik olmasi, sentezlerinin basit olmasi, reaksiyon sonunda
veriminin yiliksek olmasi gibi sebeplerden dolayr ekonomik olarak potansiyel iiriin olmasina
neden olur (Zhou et al. 2018). Bu sayilan avantajlarindan dolay1 6zellikle saflastirma alaninda
siklikla kullanilmaya baglanmistir (Zhou et al. 2017, 2018). Ticari olarak da iiretilmeye
baslanilan MNP’ler 6zellikle proteinleri saflastirmak i¢in oldukca avantajli ve kolay bir aractir.
Kullanilacak olan MNP ¢aligsmaya gore yilizeyi modifiye edilerek (Zeng et al. 2020; Zhou et al.
2017, 2018) kullanilabilirken ylizeyinde sadece katyonlar olacak sekilde sentezlenerek de direk
olarak kullanilabilmektedir (Park ef al. 2018; Schwaminger et al. 2019). Bu tez ¢alismasinda
sentezlenen partikiiller, ylizeyinde kobalt iyonlar1 yani katyonlar olacak sekilde g¢ekirdek

halinde sentezlendi ve kullanildi.

Oldukga kiiciik boyutlarda sentezlenebilen CoFe,O4 MNP’ler saflastirma esnasinda
kiiciik boyutlu protein hedefine baglanabilmesi i¢in ideal bir se¢imdir (Aygar et al. 2015). Bu
tez caligmasinda boyutu yaklasik 20-25 nm olarak hesaplanan MNP’ler elde edildi. Birlikte
¢oktiirme yontemine gore sentezlenen CoFe;Os4 MNP’lerin  TEM goriintiilerinin literatiirde
birlikte ¢Oktiirme yontemi ile sentezlenen MNP’lerin TEM goriintiileri (Muthukumaran &
Philip, 2024) ile dogrusallik gosterdigi goriilmiistiir. Ayni1 sekilde XRD analizinde elde edilen
desen literatiir bilgisi ile birbirini dogrulamaktadir (Mahhouti et al. 2019).

Manyetik ayirma teknikleri piyasadaki diger ayirma yontemlerine goére hem hizli hem

de oldukga verimli bir yontemdir. Bunun yaninda manyetik ayirma tekniklerinde hiicreler i¢in
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zararl olabilen fiziksel ve kimyasal islemlere maruz birakma durumu yoktur (Zhou et al. 2018).
Bu nedenle protein saflastirma islemi manyetik ayirma teknikleri ile yapildiginda sonrasinda
ek bir islem uygulanmadan kullanima hazir halde elde edilir. Bu yontemin bir diger avantaji ise
eger istenirse saflastirilan proteinin konsantre olarak da elde edilebilmesidir (Wu et al. 2014;

Zhou et al. 2018).

Manyetik ayirma tekniklerinde kullanilacak olan MNP se¢imi de oldukga biiyiik 6nem
tagir. Saflagtirmada kullanilacak olan MNP’nin saflagtirilmak istenen {iriine olabildigince
spesifik olmas1 gerekir. Bunun i¢in ¢alismalarda siklikla {iretilen iiriinlerde 6zellikle proteinler
histidin etiketi ile sentezlenirler (Zhou et al. 2018). Histidin aminoasitine afinite gésteren bazi
metal katyonlar bulunur. Ornegin, bu katyonlarin afinitesi coktan aza dogru Cu*? > Ni*2 > Zn™
> Co*? seklinde siralanabilir. Buna ek olarak bu katyonlarmn &zgiilliik siralamasi ise Co*? > Zn*2
> Ni*2 > Cu*? seklindedir (Mourdo et al. 2016; Qu et al. 2020). Bu tez ¢alismasinda rppMEL
saflastirmasi i¢in histidine afinite gdstermesiyle beraber 6zgiilliigii en yiiksek olan kobalt iyonu
MNP sentezi i¢in kullanildi. Laboratuvarimizda daha once elde edilmis, genomunda alkol
oksidaz promotorii arkasinda ppMEL genini tasiyan rekombinant K. phaffii hiicreleri
(pPICZaA-ppMEL/X33) kiiltiire edildi. rppMEL histidin etiketli (6x-His) ve ekstraseliiler
olarak tiretildi. Boylelikle, histidine spesifik olan kobalt iyonunun karisik protein ¢ozeltisindeki

histidin etiketine baglanarak rekombinant proteinin saflastirilmasi hedeflendi.

Istenilen iiriiniin istenilen sekil ve miktarda iiretimi saglandiktan sonra kullanilabilmesi
i¢in tiretildigi ortamdan ayrilmasi gerekir. Saflastirma yontemini kisaltmak ve kolaylastirmak
icin hiicre icerisinde proteinin {iretimi yapildiktan sonra hiicre disina salgilanmasini saglamak
saflastirma prosediirlerini oldukca kisaltir. Bunun i¢in genelde istenilen gen ile sinyal sekansi
birlikte bulundugunda iiretilen protein hiicre disina salgilanir (Burdette er al. 2018; Unver et al.
2022). Ayirma teknikleri olarak ¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir. Ozellikle afinite
yontemleri sikilikla kullanilmakla beraber manyetik ayirma teknikleri de son zamanlarda dikkat

¢ekmektedir (Chang, Qin, Wang, Xia, Lv, et al. 2019).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda 6x-His etiketli proteinleri saflastirmak icin farkl
yontemler kullanilmistir. Protein saflastirmak icin nikel selatlayici regine kullanimi yaygin
olmakla beraber son zamanlarda MNP ler de siklikla kullanilmaya baglanmistir (Minkner et al.

2020; Park et al. 2018; Unver, 2014).

Bu tez ¢aligmasinda afinite teknigi ile saflastirma yapabilmek i¢in genin asagi akis
(downstream) bolgesinde 6x-His sekansi olacak sekilde maya hiicrelerinin genomuna eklenen

ppMEL geninin ekspresyonu sonucu protein liretimi gergeklestirildi. Bu sekilde 6x-His etiketli
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rekombinant protein CoFe,O4 MNP’lerle kismi olarak saflastirilabildi. Bunun i¢in 10 mg/mL

MNP ve 2 dakika protein baglama siiresi kullanildi. Eliisyon tamponu ile proteinler eliie edildi.

Sonuglar

Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonugclar su sekildedir;

e Manyetik alan altinda miknatis 6zelligi gosteren, olduk¢a 20-25 nm boyutta ve
kristal yapida CoFe2O4 MNP’ ler sentezlendi.

e K. phaffii hiicreleri kullanilarak ekstraseliiler 6x-His etiketli rppMEL iiretimi
gerceklestirildi.

e Sentezlenen CoFe2Os MNP’ler ile rppMEL’in kismi saflastirilmasi saglandi.

e Kiiltiir stvisina salgilanan rppMEL, iki farkl: ticari kit protokoliine gore yapilan
saflastirma islemi sonucunda, her iki kitle de kismi olarak saflastirilabildi.

e CoFexO4 MNP lerin yiizeyine herhangi bir kaplama yapilmadan kismi saflastirma
yapilabildigi goriildii. Bu durum, yiizey kaplamasi olmayan MNP’lerle saflastirma
isleminin maliyetini diisliriip sentez agamasinin daha kisa siirede tamamlanmasina

olanak saglamistir.
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