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OZET

Bir i1sik proteiniyle floresan molekil arasinda gergeklesen enerji transferi olarak tanimlanan
Biyoliminesans Rezonans Enerji Transferi (BRET)'e dayanan biyosensor platformlari
proteaz aktivitesi 6lciimui, nukleik asit tayini, lenfatik gortintileme ve fotodinamik terapi gibi
amagclar icin basaryla uygulanmistir. Bu calismalarda dondr-alici ikilisi olarak birbirine

kovalent bag ile baglanmis lusiferaz-kuantum noktacigi bilesenleri kullaniimistir.

DNA molekulii sahip oldugu yapisal ve fonksiyonel Ozellikleri agisindan nanoteknolojik
uygulamalar icin ideal bir biyopolimer malzeme olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu proje
kapsaminda molekiler kendiliinden diizenlenme prensibine dayall olarak BRET donoér-alici
ikilisi olan lusiferaz-kuantum noktacigini, DNA baglanici proteinler yoluyla bir DNA iskelesi
Uzerine monte etmek amaclanmistir. Alici molekll olarak streptavidin kapli bir kuantum
noktacigi kullanilarak, Nano-Tag peptidine bagh bir DNA baglanici protein yoluyla DNA

iskelesi Uzerinde konumlandiriimistir.

Proje, DNA baglanici proteinler olan 0strojen reseptér bileseni CDC ve galaktoz
metabolizmasindan sorumlu Gal4 transkripsiyon faktorlerinin Renilla lusiferaz enzimi ve
Nano-Tag peptidiyle hazirlanan flzyon proteinlerinin Uretimiyle baslamis, fakat yeterli
miktarda protein saglanamamasi Uzerine platform in situ (hicre ici) kapsama tasinmistir.
Sensor bilesenlerini tasiyan MDA-MB-231 meme kanseri hucre hattinda gercgeklestirilen
calismalar sonucu ilke prensibi ispatina dayal platformdan BRET sinyali elde edilmistir. Elde
edilen sinyal verimi (BRET orani 0.2) bilesenlerin kovalent bagl oldugu sistemlere oranla
(0.3-0.6) daha dusuktdr.

Olusturulan nanobiyosensor platformu rezonans enerji transfer veriminin iyilestiriimesi
durumunda, 0Ozellikle DNA baglanici ve modifiye edici molekullerin (DBPler, Dnazlar, DNA

metilazlar, vb.) aktivitelerini belirlemekte kullanilabilecek uygulama potansiyeline sahiptir.

Anahtar kelimeler: nanobiyoteknoloji, biyosensdr, biyoliminesans rezonans eneriji transferi,

DNA, kuantum noktacig!

Vi
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ABSTRACT

Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) which is defined as the energy
transfer between a light protein and fluorescence molecule, has been previously used in
biosensor applications such as protease activity determination, nucleic acid detection, lymph
node imaging and photodynamic therapy. In these applications, donor-acceptor pair

(luciferase-quantum dot) has been covalently linked.

DNA is an ideal biopolymer material for nanotechnology applications due to its structural and
functional properties. Within the scope of this project, which is based on self-assembly
principle, it was aimed to assemble the BRET donor-acceptor pair, luciferase-quantum dot,
on a DNA scaffold using DNA binding proteins. As a donor molecule, a streptavidin-coated
guantum dot was used and its localization on DNA was facilitated by a Nano-tag linked DNA

binding protein.

In the initial phase of the project, production of fusion protein constructs of DNA binding
proteins CDC (an estrogen receptor component) and Gal4 (a transcription factor responsible
for galactose metabolism) with Renilla luciferase and Nano-Tag peptide has started but due
to the low protein vyield, platform was carried to an in situ format. A BRET signal was
obtained from the proof-of-principle platform which was constructed in MDA-MB-231 breast
cancer cell line. The signal efficiency of the system (BRET ratio 0.2) was relatively poor when

compared to the covalently linked BRET pairs (0.3-0.6).

If the resonance energy transfer efficiency is improved, nanobiosensor platform described in
this project may have an application potential for determination of the activity of DNA binding

and modifying molecules such as transcription factors, DNAses and methylases.

Keywords: nanobiotechnology, biosensor, bioluminescence resonance energy transfer,

DNA, quantum dots

vii
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1. GIiRiS

Rezonans Enerji Transferi (RET) aralarindaki uzaklik 10 nm'nin altinda olan bir donér ve alici
kromofor cifti arasinda gerceklesen enerji transferidir. Bu transfer bir 1sik proteiniyle floresan
bir molekil arasinda gergeklestiginde Biyoliminesans Rezonans Enerji Transferi (BRET)
olarak tanimlanmaktadir. Literattrde lusiferaz (1sik proteini) ve kuantum noktacigi (floresan
molekdl) ikilisinin kullanildigi, proteaz aktivitesi o6lcimi, nikleik asit tayini, lenfatik
goruntileme ve fotodinamik terapi gibi amaclar icin gelistiriimis BRET sensoérl drnekleri yer
almaktadir. Bu 6rneklerin timunde lusiferaz ve kuantum noktacigi bilesenleri kovalent olarak

birbirlerine baglanmis sekilde kullaniimaktadir.

Yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri agisindan zengin bir biyopolimer olan DNA molekild,
nanoteknoloji arastirmalarinda da kullanimi giderek artan bir bilesen olarak go6ze
carpmaktadir. DNA nanoteknolojisi adi altindaki bu calismalar, agirhkli olarak DNA
origamileri adi verilen supramolekiler sistemlerin kurulmasi ve oligontkleotid hibridizasyonu

yoluyla DNA aracili komplekslerin olusturulmasi tzerinedir.

Bu 6zgin, ilke ispati (proof of principle) projesi kapsaminda, DNA'yi bir yapisal iskele olarak
kullanarak, BRET sensor bilesenlerini kovalent bag gerektirmeden, molekuler kendiliginden
dizenlenme (self-assembly) prensibine dayanarak bir araya getirmek hedeflenmistir. Bu
hedefe yonelik olarak, DNA Baglanici Proteinler (DBP) yoluyla bir DNA iskelesi tzerinde bir
araya getirilen Lusiferaz-Kuantum Noktacigi nano-kompleksinin bilesenleri arasinda
gerceklesen Biyoliminesans Rezonans Enerji Transferine (BRET) dayali bir nanobiyosensor
platformu gelistirilmistir (Sekil 1).

‘BRET

Baglayici Nano-tag

F— ) ’ (NTS)
DNABaglanici Protein 2

—— (DBP) —— &

Streptavidin
— " (sA)

Sekil 1. Biyoluminesans Rezonans Enerji Transferi (BRET) prensibine dayali sensor

platformu bilesenleri
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Projenin iki donem raporunu kapsayan bir buguk yillik siire zarfinda platformu olusturan
proteinlerin klonlama, ekspresyon ve saflastirma calismalari gerceklestirilmistir. Protein
dretiminin gerekli verimde saglanamamasi Uzerine son bir yillik proje doneminde sensor
gelistirme stratejisi in vitro kapsamdan in situ (hicre ici) kapsama tasinarak 6zgun bir BRET

sensor platformu ilke 1spati saglanmigtir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1 Terminoloji ve Kisaltmalar
- DNA Binding Protein: DNA Baglanici Protein (DBP)
- DNA-guided: DNA Araclli
- Donor/Acceptor: Donér/Alici
- Linker: Baglayici (BC)
- Proof of Principle: ilke ispati
- Quantum Dot: Kuantum Noktacigi (KN)
- Response Element: Tepki Elemani (TE)
- Scaffold: iskele

- Self-assembly: Kendiliginden Dizenlenme / Kendiliginden Montaj

2.2 DNA Nanoteknolojisi ve DNA-Aracili Montaj
Molekiler kendiliginden duzenlenme, baslangicta herhangi bir diizen ve organizasyon
icerisinde olmayan bir molekul toplulugunun, herhangi bir dis etkene ihtiya¢ duymadan,
sistemi olusturan parcalar arasindaki spesifik etkilesimler sonucunda, ortaya diizenli bir motif
ctkarmasi olay! olarak tanimlanabilir (Israelachvili vd., 1976). Kristal ve lipit ¢ift katman
olusumu, protein katlanmasi ve nikleik asit hibridizasyonu dogada gerceklesen birkag 6nemli

molekuler kendiliginden diizenlenme 6rnegidir.

Kendiliginden duzenlenme, hizla gelismekte olan nanoteknoloji alaninda nanomateryallerin
kontroli ve yeni malzemelerin gelistiriimesi, kataliz ve medikal tayin gibi uygulamalar vaat
eden 6nemli bir konu basligidir. Bu hususta, ¢ok molekulltii nanosistemlerin olusturulmasi igin
ideal iskele ozelliklerine sahip olan DNA, ydritilen calismalarin énemli bir kisminda

kullanilan bir biyopolimerdir (Mirkin ve Niemeyer, 2004).

Nukleik asitler, diinya tizerindeki tim yasam formlarinin ve virislerin yapisal ve fonksiyonel
islevleri icin gerekli bilginin kodlandidi ortak bir molekuler dildir (Krebs vd., 2011). Bir nikleik
asit tipi olan DNA molekilinid nanoteknoloji agisindan son derece cazip bir yapr malzemesi
olarak 6n plana cikaran 6zellikleri arasinda sadece dort farkli yapi tasindan olusmasi ve bu
yap! taslarinin dizilim sirasina gore neredeyse sinirsiz sayida yapisal ve fonksiyonel islev
sunabilmesi, sentezi gin gectikce kolaylasan ve wucuzlayan bir polimer olusu,
biyouyumlulugu, tahmin edilebilir ve modellenebilir yapisi, yapisinda farkli degisimler (kesme,

birlestirme, kimyasal modifikasyon, vb.) yapabilmek igcin doganin sundugu bir¢ok enzimin
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bulunmasi ve 6zellikle nano montaj amacina yonelik spesifik (DNA-DNA, DNA-RNA ve DNA-
Protein) ve spesifik olmayan (DNA-iyon) benzeri etkilesimler icin uygun olusu sayilabilir
(Mirkin ve Niemeyer, 2004).

DNA nanoteknolojisinin giinimiizde bulundugu noktaya genel bir bakis attigimizda, katalitik
verimin arttirlmasina yonelik yapay coklu enzim komplekslerinin olusturulmasina yapisal
destek saglayan bir iskele olarak kullaniminin yani sira miyozin ve kinesin gibi motor

proteinlerine benzer ilke ispati dinamik aracglarinin da (“tweezers", "walkers" ve "steppers")
DNA molekilt kullanilarak Gretildigini goérmekteyiz (Michelotti vd., 2012). 80'li yillarda
Seeman (1982) onderliginde baslayan bu calismalar, 6zellikle 2000'li yillarda hiz kazanmis
ve DNA bazh birgok iki ve t¢ boyutlu kompleks yapinin olusturulmasina 6nayak olmustur
(Pelesko vd., 2007). Kisa DNA parcalari (oligonukleotidler) tarafindan tasarlanan iki veya ug
boyutlu yapilara donudsebilen bir DNA diziliminden olusan DNA origamileri, bu yapilar
arasinda, alani tanimlayici reform niteligi tasiyan bir ilerleme saglamistir (Rothemund vd.,

2006).

Projemizin de bel kemigini olusturan DNA-Aracili Montaj, DNA nanoteknolojisi calismalarinin
biyuk bolimind olusturan DNA'ya dayal iki ve ¢ boyutlu yapilarin olusturulmasi yerine
DNA'nin bir montaj iskelesi olarak kullanilarak proteinler, nanoparcaciklar (NP) vb.
elementlerden, kendiliginden montaj prensibine dayanan nano kompleksler olusturma
seklinde tanimlanabilir. Nanoteknoloji alaninin dnde gelen isimlerinin DNA aracili montaj ile
yakin gelecekte gerceklestirilebileceklerini disinduikleri teknolojik atilimlar arasinda yiksek
hassasiyet ve secicilige sahip biyotestler ve biyosensdrler, alternatif enerji Gretim sistemleri,
nano ilac gelistirme platformlari, molekuler hesaplama, plazmonik, organik sentez ve sentetik

biyoloji uygulamalari sayilabilir (Michelotti vd., 2012; Mirkin ve Niemeyer, 2007).

Nano-montaj calismalari genel olarak a) iskelesiz oligo-yonlendirmeli, b) DNA iskelesi
Uzerinde oligo-yonlendirmeli, c) DNA iskelesi Uzerinde kovalent olmayan, d) DNA iskelesi
Uzerinde kovalent ve son olarak da e) DNA iskelesi Gzerinde DNA Baglanici Proteinler

yoluyla gerceklestiriimektedir. Bu farkli montaj stratejileri icin asagidaki érnekler gosterilebilir:

a. Iskelesiz Oligo-Yb6nlendirmeli Montaj: Bu alanda éncu ¢alismalar 1996 yilinda Mirkin
ve Alivisatos’'un onderligindeki gruplar tarafindan gerceklestiriimis ve Altin NP’ler
(AuNP) DNA-NP konjugatlari yoluyla bir araya getirilmistir. ilerleyen vyillarda
AuNP’lerin disinda diger nanomateryallerin de kullanildigi ve oligonikleotid

hibridizasyonuna dayali malzeme montaj calismalari yapiimistir. Bu calismalara
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ornek olarak DNA-programli bir araya getirilen yariiletken NP’ler (Mitchell vd., 1999;
Parak vd., 2002), nano cubuklar (Dujardin vd., 2001), mezoboyutlu parcaciklar
(Dujardin vd., 2001; Soto vd., 2002; Milam vd., 2003) ve dendrimerler (Choi vd.,
2004; DeMattei vd., 2004) verilebilir. Brookhaven Laboratuvarlarindan Nykypanchuk
ve ark., 2008 yilinda NP yuzeylerini kaplamak igin iki farkli tip oligonikleotid
kullanarak sicaklik yoluyla ayarlanabilir bir kristal yapi olusturma metodu

gelistirmislerdir (DOE/Brookhaven National Laboratory).

b. DNA Iskelesi Uzerinde Oligo-Yénlendirmeli Montaj: Seeman’in teorik olarak
ongordigu DNA iskelesi Uzerinde molekiler montaj konsepti, Niemeyer'in grubu
tarafindan oligonikleotid baglanmis streptavidin proteinlerinin tek sarmal bir DNA
molekili tzerinde siralanmasiyla deneysel olarak da gosterilmistir (1994). Bunu takip
eden bircok calisma genel olarak degerlendirildiginde, agirlikh yaklasimin DNA
iskelesi Uzerinde bir araya getirilecek parcalarin montaji icin bu parcalara eklenmis
oligonlkleotidlerin ve nlkleotid eslesmesine (G-C, A-T) dayali hibridizasyon

kimyasinin kullanilmasi prensibine dayandi§i gérilmektedir.

Literatiirde, yukarida aciklanan yaklasim yoluyla DNA-yonlendirmeli yapay c¢oklu
enzim komplekslerinin olusturulmasina dair érnekler bulunmaktadir. ilk érneklerden
biri lisiferaz ve NFOR enzimlerinin streptavidin/biotin ve oligonukleotidler kullanarak
bir DNA iskelesi Uzerinde bir araya getirilmeleri ve gerceklesen redoks reaksiyonu
sonucu Isik Uretilmesidir (Niemeyer vd., 2002). Bir baska ornek, glikoz oksidaz (GOXx)
ve yaban turpu peroksidaz (HRP) enzimlerinin DNA yoluyla siralanarak enzimatik bir

kademeli dizinin olusturulabileceginin gésterilmesidir (Sekil 2; Willner vd., 2009).

o; H.0; H,0
e ABTS*

Glucose | =
wwl o I,/.-—H.m

Sekil 2. DNA iskelesi Uzerinde oligonikleotidler yoluyla bir araya getirilmis glikoz oksidaz

(GOx)-yaban turpu peroksidaz (HRP) enzim cifti

Dikkat cekici diger bir calisma, Nature dergisinde ¢ikan DNA origami iskelesi Uzerinde
AuUNP’lerini tasiyip birbirine transfer edebilen ve programlanabilir DNA dizilimlerinden

olusan bir DNA montaj hattinin tretilmesidir (Gu vd., 2010).
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c. Kovalent Modifikasyon ile DNA iskelesi Uzerinde Montaj: Weiss ve ark., DNA
Baglanici Proteinleri (DBP) Kuantum Noktaciklari (KN) kullanarak isaretlemis ve DNA
Uzerindeki dizilimlerini gorintulemislerdir. Bu calisma her ne kadar kullanilan araglar
acisindan projemize benzerlik gosterse de calismanin amag ve yaklasimi 6nerilen
projeden tamamen farklidir. Calismada bir nano-montaj yoktur. DBP’ler kendiliginden
dizenlenme amaciyla montaj araci olarak kullaniimamis, ¢apraz-baglama yoluyla
DNA lizerine sabitlenerek antikor-KN konjugatlari ile isaretlenmislerdir (Ebenstein vd.,
2009).

d. Kovalent Olmayan Modifikasyon ile DNA iskelesi Uzerinde Montaj: Science
dergisinde yayinlanan bir calismada, aralarinda esit uzaklik olan streptavidin
molekdilleri biotin yoluyla modifiye edilmis DNA iskelesi Uzerinde art arda dizilmistir
(Yan vd., 2003).

e. DNA iskelesi Uzerinde DNA Baglanici Protein-Yénlendirmeli Montaj: Projemizde,
DNA biyosensorleri, protein biyokimyasi ve transkripsiyon faktorleri Uzerine daha
once gerceklestirdigimiz calismalardan elde ettigimiz bilgi ve tecribeler 1s1ginda,
yukarida 6zetlenen arac ve yaklasimlara alternatif olarak DBP ve bu proteinlerin
iskele Uzerinde spesifik olarak hedefledi§i kisa DNA dizilimleri olan Tepki

Elemanlarinin (TE) nano-montaj araclari olarak kullanildigi bir platform tasarladik.

2.3 DNA Baglanici Proteinler ve Tepki Elemenlari

DNA Baglanici Proteinler (DBP) DNA replikasyonda goérevli polimerazlar, gen ifadesinde rol
alan transkripsiyon faktorleri, DNA'nin paketlenmesine yardimci olan histon proteinleri, gen
ifadesini dizenlemek amaciyla DNA'yi modifiye eden metilazlar ve DNA tamirinde rol alan
nikleazlar gibi bircok proteinin yapisinda yer alan proteinlerdir. Bunlar arasinda en detayli
calisilan sinif olan transkripsiyon faktorleri, ¢ift sarmal Gzerinde tepki elemani adi verilen kisa
DNA dizilimlerini taniyarak DNA'ya baglanir ve RNA polimeraz enzimini devreye sokarak
sorumlu olduklari genlerin ifade edilmesini saglarlar. GuUnimuze kadar farkh bir¢ok
organizmada binlerce DBP bulunmustur. Bu proteinlerin DNA baglanici bolgeleri yapisal
acidan ve baglandiklari DNA dizilimine gore siniflara ayrilmis ve detayli bir sekilde
karakterize edilmistir. Dogada en sik gorulen yapisal motifler arasinda sarmal-doniis-sarmal,
I6sin fermuari, sarmal-déngu-sarmal ve ¢inko parmak sayilabilir (Sekil 3; Alberts vd., 2002;
Lewin vd., 2008).
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Sekil 3. DNA'ya baglanmis bir ¢cinko parmak motifi-Zif268 (Pavletich vd., 1991)

Montaj araci olarak oligonukleotidler yerine DBP’lerin kullanilmasi, protein biyokimyasina
getirecegi yeni acihmlarin yani sira, hibridizasyon icin gerekli tek sarmal iskele ihtiyacinin
ortadan kaldirarak 6nemli bir avantaj saglayacaktir. Canlilarda DNA ikili sarmal halinde
bulundugundan bu gerekliligin ortadan kaldiriimasi, 6zellikle biyomedikal alanda

gelistirilebilecek nanobiyosensorler ve testler agisindan ¢ok énemlidir.

Gerceklestirdigimiz detayli literatiir taramasi sonucu DNA iskelesi lizerinde DBP kullanilarak
KN veya NP montajina dair bir galisma bulunmamistir. Ote yandan, DBP’ler kullanilarak DNA
iskelesi Uzerinde enzimatik katalizi daha etkin hale getirmek icin nano-montaj yapan carpici
bir calisma bulunmaktadir (Jerala vd., 2012). Ayrica DBP’lerin projemize danisman olarak
destek verecek Dog¢. Dr. Mesut Muyan'in énceki ¢alismalarinda transkripsiyonel regilasyon
amaclyla yapay transkripsiyon faktérlerinin modiler parcalari olarak kullanildigini da
gormekteyiz (Huang vd., 2004; Li vd., 2004).

2.4 Kuantum Noktaciklari (KN)
Projede literatiirde bir ilk olarak, KN'ler ile DBP'leri bir araya getirerek DNA tzerinde KN'lerin
kendiliginden montaji saglanmistir. KN'ler, boyutlari 2 ila 10 nm arasinda degisen yari iletken
floresan 6zellikteki nanokristallerdir (Sekil 4). isaretleyici olarak kullanilabilecek alternatifler
olan organik boyalar ve floresan proteinlerle kiyaslandiginda, yuksek kuantum verimi ve
parlaklik, boyutuna baglh olarak degistirilebilen 1sima dalga boyu, uyarim sonucu renk
kaybina karsi direng (fotostabilite), dar emisyon ve genis uyarim spektrumu gibi dnemli

spektroskopik ve optik avantajlara sahiptirler.
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Sekil 4. Tipik bir kuantum noktaciginin yapisi ve boyutuna bagll emisyon dalga boyu

degisimi (Invitrogen)

Literatirde KN’lerin hiicre goruntileme ve terapi amaciyla kullanimina yonelik birgok ¢alisma
bulunmaktadir (Sekil 5; Lidke vd., 2004; Dahan vd., 2003; Gao vd., 2005; Akerman vd.,

2002; Rhyner vd., 2006; Yezhelyev vd., 2007).

s
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In vitro
hayvan galismalar
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Hilcreler Dokular Organlar Tamérler

Igikla uyariimis tedaviler
Optik cerrahi yardim
Tedavi edici ajanlarin farmokinetikleri

Floresan, PET ve MRI Tayini

Sekil 5. Kuantum noktaciklarinin biyolojik gorintileme alanindaki uygulamalari (Michalet

vd., 2005)

2.5 Rezonans Enerji Transferi (RET); FRET ve BRET
Rezonans Enerji Transferi (RET) aralarindaki uzakhk 10 nm'nin altinda olan bir dondr ve alici

kromofor cifti arasinda gerceklesen enerji transferi olarak tanimlanabilir. Enerji transferinin
verimliligi donér-alici cifti arasindaki uzakligin altinci kuvvetiyle ters orantili oldugundan
RET'e dayali analizler, kullanilan kromoforlarin (floresan boyalar veya isik proteinleri)
arasindaki uzaklik agisindan yiksek hassasiyete sahiptir. Bu hassasiyet sayesinde 0zellikle

protein-protein ve diger biyomolekiler etkilesimlerin arastirilmasi ve proteaz aktivitesi gibi
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enzimatik fonksiyonlarin belirlenmesi gibi biyolojik bircok uygulamasi bulunmaktadir (Stryer
vd., 1967).

RET'in biyo-uygulamalarina bakildiginda hem floresan bir molekdl ¢ifti arasinda gerceklesen
Forster Rezonans Enerji Transferi (FRET) ve hem de bir 1sik proteiniyle floresan bir alici
molekil arasinda gerceklesen Biyoliminesans Rezonans Enerji Transferine (BRET) dayal
calismalar oldugunu gérmekteyiz. Bu c¢alismalarda organik boyalar (Cy3, rodamin, vb.),
floresan proteinler (GFP, Yesil Floresan Protein vb.) ve inorganik nano kristaller (KN'ler) gibi
floresan molekiiller ve lusiferaz gibi 1sik proteinleri kullanilabilir. Ozellikle enzim aktivitesi
tayini amach kurulan sistemlerde alici molekil olarak sogurucu bir molekdl kullanildigi da

gorulmektedir.

KN'lerin siki paketlenmis filmler igerisindeki RET Ozellikleri literatirde oldukga detayl
calisilmistir (Crooker vd., 2002; Kagan vd., 1996). Proje konu ve kapsami ile daha yakindan
ilgisi olan ve KN iceren dikkat ¢ekici FRET ve BRET calismalari asagida 6zetlenmektedir.

Bu calismalarin ilkinde Patolsky ve ark. oligonikleotid kapli KN'ler kullanarak FRET
prensibine dayall olarak DNA replikasyonunu takip etmislerdir (2003). FRET'e dayali enzim
aktivitesi tayini saglayan bir diger calismada proteolitik enzim aktivitesi olciminin RET

prensibine dayall bir sistem tzerinde yapilabilecegi gosterilmistir (Sekil 6; Medintz vd., 2006).

Modular Peptide
.l’Helix-Linker QI.IEI'ICHETFD){E\

Hi Cleavage .. @D Emission
ise|  gite (]

-Caspase-1<—
Thrombin
-Collagenase
-Chymotrypsin

Sekil 6. Histidin ek ile KN'ye takilan ve tayini hedeflenen proteaz enziminin tanidigi bir peptid
dizilimi ve sogurucu molekil iceren test sistemi. Sogurucu molekil enzim yoklugunda KN
emisyonunu engellerken enzim varliginda parcaciktan koparilacag! icin sinyal olusumuna
etki edemez. Boylece FRET prensibine dayall olarak hedef proteaz varliginda KN sinyali

alinir.
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BRET'in FRET ile kiyaslandiginda biyolojik uygulamalar acisindan sagladigi ¢ok énemli
avantajlar bulunmaktadir. Bu nedenle kurmayi hedefledigimiz sistem BRET prensibine dayall
tasarlanmistir. FRET analizlerinde bir uyarim kaynagina (lazer, LED, vb.) ihtiya¢ duyulmasi
ve hem dondr hem de alict molekulin bu isik kaynagi tarafindan uyarimi, deneysel kontroller
ve analiz sonrasi hesaplamalar gerektirmesi acgisindan pratik degildir ve hata payi icerme
riski bulunmaktadir. Ayrica in vivo amagh goruntilemede FRET, uyarim isiginin doku
(agirlikl olarak su molekulleri) tarafindan dagitiimasina bagl olarak dusuk penetrasyona
sahiptir ve bu nedenle kullanimi kisithidir. Son olarak, uyarim kaynagi hiicrelerdeki floresan
Ozellige sahip diger molekulleri de uyardigindan (otofloresan) FRET'e dayal gorintuleme

calismalarinda ciddi bir sinyal/gurdltd sorunu ortaya ¢ikmaktadir.

BRET'e dayali sistemlerde enerji transferi, KN'lere entegre haldeki lisiferaz benzeri bir 11k
proteini tarafindan gerceklestirilir. Enzim, lUsiferin tipi bir substratin oksidasyonunu katalizler
ve ortaya cikan fotonlarin bir kismi alici molekili uyararak RET gergeklestirir. Bu tir bir
kendiliginden 1sima sayesinde yukarida FRET igin belirtilen deneysel kontrol ve hesaplama

ihtiyaci, doku penetrasyonu ve otofloresan problemleri BRET igin gecerli degildir.

Lusiferaz ve KN ciftine dayal ilk calisma Rao ve ark. tarafindan gerceklestiriimistir. Rao'nun
grubu, Renilla lisiferaz mutanti bir enzimi (Luc8) 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimid
(EDC) kimyasi kullanilarak bir KN'ye kovalent olarak baglamis ve ortama Luc8'in substrati
olan sdlenterazin verildiginde reaksiyon sonucu ortaya c¢ikan isik KN'lerin uyarimini
saglamistir (Sekil 7; So vd., 2006).

655 nm
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Sekil 7. Lusiferaz-KN konjliigasyonuyla BRET'e dayall kendiliginden isiyan KN'ler (So vd.,
2006)

Lusiferaz-KN ciftiyle ginimiize kadar gercgeklestirilen ¢alismalar arasinda proteaz aktivitesi
ve nikleik asit tayini, lenfatik gorintileme ve fotodinamik terapi 6rnek gosterilebilir (Xia vd.,
2008; Hsu vd., 2012; Kobayashi vd., 2010). Proje kapsaminda kurulan nanobiyosensotr
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platformunun gelistirilebilmesi i¢in énemli bir bilgi birikimi saglayan bu yayinlar arasinda
lusiferaz-KN ciftini DBP'ler yoluyla bir DNA iskeleti Uzerinde bir araya getiren bir calisma

bulunmamasi, calismaya 6zgin deger kazandirmaktadir.

11
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Kuantum Noktacigi (KN)
Platformun kuantum noktacigi bileseni Invitrogen firmasindan salanan streptavidin kapli
(noktacik basina 5-10 protein) CdSe cekirdek ve ZnS kabuk yapisinda Qdot 655 Kuantum
Noktacigidir. Parcacigin absorbans ve emisyon bilgisi Sekil 8'de verilmektedir. Kuantum
noktacigi, Renilla lUsiferaz-sélenterazin h enzim-substrat ciftinin maksimum emisyon
degerinde (480 nm) yiksek molekiler sénimlenme katsayisina sahip bir KN oldugundan

secilmistir (Sekil 8).

Relatif Sinyal Siddeti (%)
(53]
=]

| |
300 400 500 600 700 800
Dalgaboyu {nm)

Sekil 8. Invitrogen kuantum noktaciklarinin absorbans ve emisyon egrileri

3.2 Liisiferaz (LF)
Isik proteini olarak Renilla reniformis Lusiferaz (RLus; Renilla Lus.; Renilla-Lusiferin 2-
monooksijenaz) kullanilacaktir. Renilla Lus’'un molekiler agirhgr yaklasik 36 kDa'dir. Protein
sekans bilgisi asagida verilen (P27652, UniProt) detayli karakterize edilmis bir enzimdir.
Enzim, substrati olan soélenterazinin oksidasyon reaksiyonunu katalizleyerek 400-600 nm

(maksimum 480 nm) araliginda foton emisyonu saglayan bir i1sik proteinidir.
Renilla-luciferin (2-monooxygenase) amino asit sekansi:

MTSKVYDPEQRKRMITGPQWWARCKQMNVLDSFINYYDSEKHAENAVIFLHGNAASSYLW
RHVVPHIEPVARCIIPDLIGMGKSGKSGNGSYRLLDHYKYLTAWFELLNLPKKIIFVGHDWGA

12
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CLAFHYSYEHQDKIKAIVHAESVVDVIESWDEWPDIEEDIALIKSEEGEKMVLENNFFVETML
PSKIMRKLEPEEFAAYLEPFKEKGEVRRPTLSWPREIPLVKGGKPDVVQIVRNYNAYLRASD
DLPKMFIESDPGFFSNAIVEGAKKFPNTEFVKVKGLHFSQEDAPDEMGKYIKSFVERVLKNE

Q

3.3 DNA Baglanici Proteinler (DBP) ve Tepki Elemenlari (TE)
Platformun DNA baglanici protein bilesenlerinden CDC, 0Ostrojen reseptorinin DNA'ya
baglanici protein kismi olan bir proteindir (Huang vd., 2004). Gal4 ise Saccharomyces
cerevisiae organizmasinda, galaktoz kullanimindan sorumlu bir transkripsiyon faktoradur .
CDC'nin spesifik olarak tanidigi Tepki Elemani dizilimi GGTCACTCTGACC, Gal4d tepki
elemeni dizilimi ise CGGAGTACTGTCCTCCG seklindedir.

3.4 Nano-Tag (NT9)
Platformun kuantum noktacigi kolunu, streptavidin kapli kuantum noktacigina monte etmek

amaclyla 9 amino asitten olusan (DVEAWLGER) Nano-Tag peptidi kullaniimistir.

3.5 Baglayici (BC)
DBP’lerin Lusiferaz ve KN'ye baglandiklarinda ortaya cikabilecek sterik carpismalari
onlemek ve proteinlerin fonksiyonlari icin temel teskil eden 3 boyutlu dogal yapilarini
korumalari igin gerekli ara uzakligi saglamak amaciyla GGSGGGSGGS amino asit dizilimine

sahip bir polipeptid kullaniimistir.

3.6 DNA iskelesi
Proje kapsaminda DBP’lerin baglanacagi tepki elemanlarini aralarindaki uzaklik 5, 20 ve 20

baz cifti olacak sekilde tasiyan (g farkli tip DNA iskelesi olusturulmustur.

3.7 Klonlama Calismalari
In vitro platformun protein bilesenlerinin propagasyonu icin pSB1K3, ekspresyonu ici ise
pET28a vektorleri kullanilmistir. In situ platform bilesenleri ise bir memeli hiicre ekspresyon
vektoru olan pCDNA3.1'e aktariimistir. DNA amplifikasyonu hedef dizilimlere yonelik uygun
primerler iceren Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yoluyla gerceklestiriimis, DNA saflik ve
konsantrasyon olcimleri distk hacimli spektrofotometre, validasyon ise Agaroz Jel
Elektroforezi ve DNA dizileme yoluyla saglanmistir. Klonlama c¢alismalarinin kesme
(“restriction digestion”) ve birlestirme (“ligation”) asamalarinda, standart klonlama protokolleri
uygulanmistir. Plazmid izolasyonu icin Promega Midi-Prep plazmid izolasyon seti
kullanilmistir.  Vektorlerin - transformasyonu Rubidyum klortr prosedirilyle hazirlanan

kompetan bakteri hiicrelerine standart transformasyon metodlariyla gerceklestirilmistir. In situ

13
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platform vektorleri MDA-MB-231 meme kanseri hucre hattina lipofektamine (Thermo Fisher)

transfeksiyon setiyle aktariimistir.

3.8 Protein Ekspresyon ve Saflastirma Calismalari
Protein ekspresyonu igin bakteriyel ekspresyon vektori olan pET28a vektori icerisine
klonlanan parcalar, bir cogaltma (propagasyon) susu olan E. coli XL1 Blue icerisinde
cogaltilmis ve takibinde plazmid izolasyonu gercgeklestirilmistir. Elde edilen plazmidler bir
bakteriyel ekspresyon susu olan E. coli BL21 DE3 Star icerine transforme edilmistir.
Transformasyonu yapilan bakteri kiltirleri uygun antibiyotik iceren besi ortaminda Uretilerek
farkh IPTG indikleme konsanstrasyonlari (0 — 1 mM arasi), sicakhk (37 ve 18 C) ve
indikleme sonrasi inkilbasyon zamanlan (3, 5, 18 saat) test edilmistir. Bu bakteri
kulttrlerinden elde edilen hiicreler sonikasyon yoluyla pargalanarak hem ¢ézinir (soluble)
hem de ¢dzinmez (insoluble) hiicre lizatlarinin protein ekspresyon miktarlari SDS-PAGE
metoduyla kiyaslamali olarak belirlenmistir. Yiksek ekspresyon saglayan kuiltir kosullari,
daha yuksek hacimde bakteri kiltirt Gretiminde kullanilarak protein saflastirma asamasi igin
hazirhik yapilmistir.  Saflastirma asamasinda o©ncelikle hicreler sonikasyon yoluyla
parcalanmis ve santrifij yapilmistir. Elde edilen hiicre lizati denatiire edici olmayan (native)
kosullarda saflastirma etiketine uygun afinite kolonlarina (GE Healthcare streptavidin ve
HisTag) yuklenmistir. Tampon c¢ozeltileri, akis hizi ve gradyan parametreleri tedarikginin
talimatlari dogrultusunda ayarlanmistir. In Vitro Translasyonu igin “Promega TNT® T7 Quick

Coupled Transcription/Translation” paketi Ureticinin talimatlari dogrultusunda kullaniimistir.

3.9 In Situ BRET Platformu Sinyali Ol¢iimii
Vektor transfeksiyonu gerceklestirilen hiicreler kuyucuk basina 25.000 hiicre dusecek sekilde
96-kuyucuklu plakalara ekilmistir. Orneklere ve uygun kontrollere 10 nM kuantum noktacigi
uygulandiktan sonra hiicreler 18 saat 37 C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi uygun
kuyucuklara 10 puM sdlenterazin eklenmis ve Molecular Devices Paradigm plaka okuyucu
cihazinda TUNE marka kartls kullanilarak 24°C’de, spektrum tarama modunda (400-700
nm) lumisenans sinyal Olgcimi gergeklestiriimistir. Elde edilen 400-600 nm (lusiferaz
emisyonu) ve 600-700 nm (kuantum noktacigl emisyonu) arasi piklerin alanlari hesaplanarak
bulgular béluminde sunulan relatif luminesans siddeti grafikleri olusturulmustur. Toplam
kuantum noktacigi (alici) emisyonunun toplam lusiferaz (dondr) emisyonuna bolinmesi ile

BRET orani hesaplanmistir.

14
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Klonlama Calismalari
Sekil 1'de 6zetlendigi gibi BRET biyosensor platformu ¢ ana bilesenden (LF kolu, KN kolu

ve DNA iskelesi) olusmaktadir. Bu is paketinde, ¢ ana bilesenin elde edilmesine yodnelik
klonlama calismalari gerceklestiriimistir. LF ve KN kollarinin DNA iskelesine baglanmasinda
CDC ve Gal4 DNA Baglanici Proteinler (DBP) kullaniimistir. CDC, 6strojen reseptdorinin
DNA'ya baglanici protein kismi olan bir proteindir (Huang vd., 2004). Gal4 ise
Saccharomyces cerevisiae organizmasinda, galaktoz kullanimindan sorumlu  bir
transkripsiyon faktéridur. Tepki Elemanlari da (TE) bu iki DBP’ye uygun sekilde secilmistir.
Proje suresince farkli donemlerde, LF ve KN kollarinin ekspresyon sonrasi saflastiriimasi
amaclyla StrepTagll (STII), 6XHis ve NT9 etiketli versiyonlari klonlanmistir. Parcalarin
klonlamalari, sekanslama kolayligi saglamasi agisindan 6nce bir ara vektér olan pBSKS
icerisine yapiimis ardindan genel bir bakteri ekpresyon vektori olan pET28a plasmidine

tasinmistir. Klonlama calismalarinin detaylari asagida verilmektedir.

4.1.1 Lusiferaz Kolu Klonlamasi
Platformun Lisiferaz enzim bilesenini DNA Uzerine monte edecek olan LF kolunu (Sekil 9)

olusturan bilesenler standart klonlama metodlari kullanilarak bir araya getirilmistir.

Neal Bglll EcoRV Ndel |
RLuc

EcoRI BamHI
—l—; §TII —|— Clearable [ |:|L.-|'_{—II D¢ DED | ~6GES Linke + _i‘

PpRSKS=-STII=CDC-RLus

CCATGGATTGGTCTCACCCGCAATTCGAGAAGAGATCTGACGATGATGACAAGCGATCG
GAGACTCGCTACTGTGCAGTGTGCAATGACTATGCTTCAGGCTACCATTATGGAGTCTG
GTCCTGTGAGGGCTGCAAGGCCTTCTTCAAGAGAAGTATTCAAGGACATAACGACTATA
TGTGTCCAGCCACCAACCAGTGCACCATTGATAAAAACAGGAGGAAGAGCTGCCAGGC
CTGCCGGCTCCGCAAATGCTACGAAGTGGGAATGATGAAAGGTGGGATACGAAAAGAC
CGAAGAGGAGGGAGAATGTTGAAACACAAGCGCCAGAGAGATGATGGGGAGGGCAGG
GGTGAAGTGGGGTCTGCTGGAGACATGAGAGCTGCCAACCTTTGGCCAAGCCCGCTCA
TGATCAAACGCTCTAAGCTTGAGACTCGCTACTGTGCAGTGTGCAATGACTATGCTTCA
GGCTACCATTATGGAGTCTGGTCCTGTGAGGGCTGCAAGGCCTTCTTCAAGAGAAGTAT
TCAAGGACATAACGACTATATGTGTCCAGCCACCAACCAGTGCACCATTGATAAAAACA
GGAGGAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGGCTCCGCAAATGCTACGAAGTGGGAATGATGA
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AAGGTGGGATACGAAAAGACCGAAGAGGAGGGCATATGGGAGGCAGTACTTCGAAAGT
TTATGATCCAGAACAAAGGAAACGGATGATAACTGGTCCGCAGTGGTGGGCCAGATGTA
AACAAATGAATGTTCTTGATTCATTTATTAATTATTATGATTCAGAAAAACATGCAGAAAAT
GCTGTTATTTTTTTACATGGTAACGCGGCCTCTTCTTATTTATGGCGACATGTTGT
GCCACATATTGAGCCAGTAGCGCGGTGTATTATACCAGACCTTATTGGTATGGGCAAAT
CAGGCAAATCTGGTAATGGTTCTTATAGGTTACTTGATCATTACAAATATCTTACTGCATG
GTTTGAACTTCTTAATTTACCAAAGAAGATCATTTTTGTCGGCCATGATTGGGGTGCTTG
TTTGGCATTTCATTATAGCTATGAGCATCAAGATAAGATCAAAGCAATAGTTCACGCTGA
AAGTGTAGTAGATGTGATTGAATCATGGGATGAATGGCCTGATATTGAAGAAGATATTGC
GTTGATCAAATCTGAAGAAGGAGAAAAAATGGTTTTGGAGAATAACTTCTTCGTGGAAAC
CATGTTGCCATCAAAAATCATGAGAAAGTTAGAACCAGAAGAATTTGCAGCATATCTTGA
ACCATTCAAAGAGAAAGGTGAAGTTCGTCGTCCAACATTATCATGGCCTCGTGAAATCC
CGTTAGTAAAAGGTGGTAAACCTGACGTTGTACAAATTGTTAGGAATTATAATGCTTATC
TACGTGCAAGTGATGATTTACCAAAAATGTTTATTGAATCGGACCCAGGATTCTTTTCCA
ATGCTATTGTTGAAGGTGCCAAGAAGTTTCCTAATACTGAATTTGTCAAAGTAAAAGGTC
TTCATTTTTCGCAAGAAGATGCACCTGATGAAATGGGAAAATATATCAAATCGTTCGTTG
AGCGAGTTCTCAAAAATGAACAAGAATTC GGATCC

Sekil 9. Lusiferaz kolunu olusturan DNA bilesenleri ve 1638 baz ciftinden olusan parganin

dizilim bilgisi.

Olusturulan yapiyi tagslyan pET28a vektort uygun enzimlerle kesilerek LF kolunu icerdigi teyit
edilmistir (Sekil 10).

Sekil 10. pET28a vektorinden kesilen LF kolunun agaroz jel elektroforez goruntusu. Kare
icerisine alinmig bant yaklasik 1600 baz cifti uzunlugundadir.
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4.1.2 Kuantum Noktacigi Kolu Klonlamasi
Platformun streptavidin kapli Kuantum Noktacigi (KN) bilesenini DNA Uzerine monte edecek
olan KN kolunu (Sekil 11) olusturan bilesenler standart klonlama metodlari kullanilarak bir

araya getirilmigtir. Streptavidin kapli KN, Invitrogen firmasindan siparis edilerek temin

edilmistir.

Ncol Bglll . .  EcoRI BamHI
—I— STII _|— GGS Linker - Gal4 DBD _|_ —|>
pBS-STII-Gald

CCATGGATTGGTCTCACCCGCAATTCGAGAAGAGATCT AAGCTACTGTC

TTCTATCGAACAAGCATGCGATATTTGCCGACTTAAAAAGCTCAAGTGCTCCAAAGAAAA
ACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTGAAGAACAACTGGGAGTGTCGCTACTCTCCCAAAACC
AAAAGGTCTCCGCTGACTAGGGCACATCTGACAGAAGTGGAATCAAGGCTAGAAAGACT
GGAACAGCTATTTCTACTGATTTTTCCTCGAGAAGACCTTGACATGATTTTGAAAATGGA
TTCTTTACAGGATATAAAAGCATTGTTAACAGGATTATTTGTACAAGATAATGTGAATAAA
GATGCCGTCACAGATAGATTGGCTTCAGTGGAGACTGATATGCCTCTAACATTGAGACA
GCATAGAATAAGTGCGACATCATCATCGGAAGAGAGTAGTAACAAAGGTCAAAGACAGT
TGACTGTATCGGAATTC GGATCC

Sekil 11. KN kolunu olusturan DNA bilesenleri ve 504 baz ciftinden olusan parcanin dizilim
bilgisi.

Olusturulan yapiy! tasiyan pET28a vektéri uygun enzimlerle kesilerek KN kolunu icerdigi
teyit edilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. pET28a vektdriinden kesilen KN kolunun agaroz jel elektroforez gorintisi. Kare

icerisine alinmis bant yaklasik 500 baz cifti uzunlugundadir.

4.1.3 DNA iskelesi Klonlamasi
LF ve KN kollarinin DBP bilesenleri, 6zel olarak tanidiklari DNA dizilimleri olan Tepki

Elemanlari (TE) yoluyla DNA iskelesi tzerine monte edilecektir. Calismada kullanilan CDC
ve Gal4 DBP’lerinin baglandidi1 TE'ler olan ERE ve Gal4RE, aralarinda 5, 10 veya 20 baz cifti
mesafe konularak g farkl sekilde pGL3 vektori icerisine klonlanmistir (Sekil 13).

5, 10 veya 20 | CaldiL

baz gifti aralik

GGTCACTCTGACC (TGGGA)x1, xaveyaxa CGGAGTACTGTCCTCCG

Sekil 13. CDC ve Gal4 DBP’lerinin baglandigi tepki elemanlarini iceren DNA segmenti

4.2 Protein Ekspresyon ve Saflastiriima Calismalari
Bir dnceki bdlimde klonlamasi gerceklestirilen LF ve KN kollarinin protein ekspresyon ve

saflastirma sonuclari bu bélimde sunulmaktadir.
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4.2.1 Lusiferaz Kolu Ekspresyonu
Lusiferaz kolunun verimli bir sekilde dretimi ve saflastiriimasi amaciyla projenin farkli
donemlerinde dort ayri Uretim denemesi gergeklestirilmistir. Bunlardan tgu STII, NT9 ve
6XHis saflastirma etiketlerini iceren versiyonlar kullanilarak yapiimis, sonuncu calismada ise
6XHis etiketi iceren vektor bir In Vitro Translasyon (IVT) sisteminde (Promega Quick Coupled
Transcription/Translation System) kullaniimistir. Farkli Gretim stratejilerinin ve ekspresyon
kosullarinin denenmesine ragmen asagida sonuclari sunulan STII etiketli ¢calismadan elde

edilen sonuglar iyilestirilememis ve buna bagli olarak saflastirma calismalarina gegilmemistir.

541 amino asitlik (~58 kDa) STII-CDC-RLus proteini (Sekil 14) asagidaki bilesenlerden
olusmaktadir.

N ) . . ] C
—| sTII ——|Cleavable Linker — CDC DBD | +56G5 Linkef— Rlmc ’-

MDWSHPQFEKRSDDDDKRSETRYCAVCNDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGHNDY
MCPATNQCTIDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMMKGGIRKDRRGGRMLKHKRQRDDGEGR
GEVGSAGDMRAANLWPSPLMIKRSKLETRYCAVCNDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQ
GHNDYMCPATNQCTIDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMMKGGIRKDRRGGHMGGSTSKVYD
PEQRKRMITGPQWWARCKQMNVLDSFINYYDSEKHAENAVIFLHGNAASSYLWRHVVPHIE
PVARCIIPDLIGMGKSGKSGNGSYRLLDHYKYLTAWFELLNLPKKIIFVGHDWGACLAFHYSY
EHQDKIKAIVHAESVVDVIESWDEWPDIEEDIALIKSEEGEKMVLENNFFVETMLPSKIMRKLE
PEEFAAYLEPFKEKGEVRRPTLSWPREIPLVKGGKPDVVQIVRNYNAYLRASDDLPKMFIES
DPGFFSNAIVEGAKKFPNTEFVKVKGLHFSQEDAPDEMGKYIKSFVERVLKNEQEF

Sekil 14. LF kolunu olusturan protein bilesenleri ve parganin protein dizilimi

Yukarida dizilim detaylari verilen LF kolunu iceren bakteri kiltirinin IPTG indiksiyonu ve
indikslyon sonrasi inkiibasyonunu takiben sonikasyon ile hiicre parcalamasi yapiimis ve
elde edilen hiicre lizatt SDS-PAGE sistemine yiklenerek ekspresyon kontrol edilmistir. Sekil
15'de gorildugl gibi IPTG ile induklenen ve indiklenmeyen (negatif kontrol) 6rnekler

arasinda 58 kDa olarak beklenen protein banti agisindan bir fark gézlenmemektedir.
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70kDa

55kDa

Sekil 15. LF kolunun PAGE goriintusd. 1: indiksiyonsuz, 2: 37°C 1 saat indiksiyon, 3: 37°C
2 saat induksiyon, 4: 37°C 4 saat indiksiyon, 5: induksiyonsuz, 6: 24°C 1 saat induksiyon, 7:
24°C 2 saat indiksiyon ve 8: 24°C 4 saat induksiyon.

4.2.2 Kuantum Noktacigi Kolu Ekspresyonu
Lusiferaz kolunun uretimine paralel yurutilen KN kolu ¢alismalarinda da STII, NT9 ve 6XHis
saflastirma etiketlerini iceren versiyonlar ve 6XHis etiketi iceren vektorle In Vitro Translasyon
(IVT) sistemi kullaniimistir. LF koluna nispeten daha iyi sonuclar elde edilen KN kolu tretim

calismalarinda en yuksek verime STII etiketiyle ulasiimis ve kismi bir basari saglanmistir.

163 amino asitlik (~17 kDa) STII-Gal4 proteini (Sekil 16) asagidaki bilesenlerden
olusmaktadir.

N C

-| S5TII _{ Gal4 DED ]~

MDWSHPQFEKRSGGGKLLSSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYSPKTKR
SPLTRAHLTEVESRLERLEQLFLLIFPREDLDMILKMDSLQDIKALLTGLFVQDNVNKDAVTD
RLASVETDMPLTLRQHRISATSSSEESSNKGQRQLTVSEF

Sekil 16. KN kolunu olusturan protein bilesenleri ve parcanin protein dizilimi.

20



v

TUBITAK

Sekans bilgileri verilen KN kolunun ekspresyon profili asagida verilmektedir (Sekil 17).
Beklendigi gibi IPTG indiksiyonlu ornekteki kalin 17 kDa'luk bant, KN kolunun basarili
ekspresyonuna isaret etmektedir.

25kDa

15kDa

Sekil 17. KN kolunun IPTG induksiyonsuz (1) ve induksiyonlu (2) hicre lizatlarinin SDS-
PAGE goruntisu.

4.2.3 Kuantum Noktacigi Kolu Saflastirmasi
STII saflastirma etiketi iceren Kuantum Noktacigi kolunun purifikasyonu amaciyla bu etikete

baglanan streptavidin kolonlari GE Healthcare firmasindan temin edilmis ve Ureticinin tavsiye
ettigi yukleme, yikama ve elisyon prosedirlerine gore kullaniimistir. Sekil 18'de gorildigu
gibi KN kolunu olusturan protein, kolon ytklemesi sirasinda streptavidine baglanmadan
kolondan akmis ve bu nedenle saflastirlmasi mimkin olmamistir. Kullanilan tampon
solusyonlari ve pH'ta yapilan degisiklikler sonucu degistirmemistir. Proteinin ¢ boyutlu
yapisinin kolona baglanmaya olumsuz etkisi olabilecedi dusunulerek érneklere Ure katilarak

denatlre edici kosullarda saflastirma calismalari da sonug¢ vermemistir.
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Sekil 18. Kuantum Noktacigl kolu olan STII-Gald’'un streptavidin saflastirma kolonu
uygulmasindan elde edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE goérintist. 1: Kolona yukleme, 2:
Yikama I, 3: Yikama Il, 4: Yikama lll, 5: Yikama IV, 6: Yikama V, 7: Eltusyon I, 8: Ellsyon I
ve 9: Eltisyon lll.

In vitro BRET platformu icin gerekli LF ve KN kollarinin dretim asamasindaki sorunlar
nedeniyle projeye yeni bursiyerler dahil edilerek alternatif DNA baglanici proteinlerin (Zif268
ve PBSII) klonlanma calismalari baslatiimis fakat denemeler olumlu bir sonug¢ saglamamistir.
Bunun uzerine EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) deneylerini iceren DNA
Baglanma Calismalari is paketine gecilmemis ve platform olusturma stratejisi yenilenerek in

situ (hicre ici) kapsama tasinmistir.
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4.3 In Situ BRET Platformu

Olusturulmasi amaglanan BRET platformunun protein bilesenlerinin yeterli miktarda

Uretiminin mmkin olmamasina uzerine alternatif bir ¢c6zim olarak tim platform bilesenlerini

hiicre igerisinde (in situ) bir araya getirme stratejisi uygulamaya konulmustur. Bu yaklasimin

sagladigl en biyuk avantaj, hicre tarafindan dretimi yapilacak olan protein bilesenlerinin

saflastirma gerektirmeden dogrudan hicre igerisinde diger platform bilesenleriyle etkilesime

girme imkani saglamasidir.

in situ calismalari kapsaminda oncelikle platformun protein bilesenlerinin (lusiferaz ve
kuantum noktaci§i kollar) ve DNA iskelesinin bir memeli hiicre ekspresyon vektérii olan
pCDNA3.1’e  klonlamasi yapilmistir.  Lusiferaz  kolunu iceren vektdre in vitro
calismalarindakine benzer sekilde CDC (DNA Baglanici Protein), baglayici bolge ve lusiferaz
enzimini kodlayan genler yerlestirilmistir. ikinci vektdér (DNA iskelesi) CDC ve Gal4'un

baglanma bdlgelerini tasimak amaciyla bolgeler arasinda 10 baz cifti uzunlugunda bir aralik

olacak sekilde hazirlanmistir. Ugiincii ve son vektdre de NanoTag, baglayici bolge ve Gal4
(DNA Baglanici Protein) genleri yerlestirilmistir. Klonlama ¢alismalari ardindan olusturulan g
vektorin ve bos vektorlerin (negatif kontroller) MDA-MB-231 meme kanseri hucre hattina
transfeksiyonu gergeklestirilmistir. Uygun kolonilerin sec¢imi ardindan BRET sinyal olgimleri
yapilmistir (Sekil 19). Lusiferaz aktivitesi 400-600 nm aras! limiinesans emisyon egrisinin
alani olarak hesaplanmistir (Sekil 19 A). Bu aralikta yapilan emisyonun BRET transferi
sonucu kuantum noktacigini uyarmasiyla elde edilen 600-700 nm arasi egri altindaki alan da
kuantum noktaci§gi emisyonunu gostermektedir. Olciimler, platformun tim bilesenlerinin bir
araya getirildigi 6rnek (P) ve bilesenlerden birinin sirayla ¢ikarldigi kontroller (P-gikarilan

bilesenin kisatimasi) tzerinde yapiimistir. Platform ve kontrol bilesenleri su sekildedir:

P: Tum bilesenleri iceren BRET platformu. (Lusiferaz Kolu + DNA iskelesi + Kuantum
Noktacigl Kolu) + Kuantum Noktacidi + Sélenterazin

P-LF: Liisiferaz kolunun cikarildigi kontrol. (Bos Vektor + DNA iskelesi + Kuantum Noktacigi
Kolu) + Kuantum Noktacigi + Sélenterazin

P-Di: DNA iskelesinin ¢ikarildigi kontrol. (Lusiferaz Kolu + Bos Vektér + Kuantum Noktacig
Kolu) + Kuantum Noktacigi + Sélenterazin

P-KNK: Kuantum Noktacigi kolunun gikarildigi kontrol. (Lusiferaz Kolu + DNA iskelesi + Bos
Vektor) + Kuantum Noktacigl + Sélenterazin

P-KN: Kuantum Noktaci§i eklenmeyen kontrol. (Lusiferaz Kolu + DNA iskelesi + Kuantum

Noktaci§l Kolu) + Sélenterazin
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P-S: Sélenterazin eklenmeyen kontrol. (Lusiferaz Kolu + DNA iskelesi + Kuantum Noktacig

Kolu) + Kuantum Noktacigi
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Sekil 19. In situ BRET platformu liminesans 6lcim grafigi. A) Lusiferaz enzim aktivitesi ve
kuantum noktacigr emisyonunu gosteren dalga boyu egrileri mavi ve turuncu renklerle
gosterilmistir. B) BRET platformu (P) ve platform bilesenlerinden birinin c¢ikarildig
kontrollerden elde edilen lusiferaz ve kuantum noktacigi emisyon egrisi alan degerleri.

Olcuimler lic bagimsiz deneyin averaji ve averajin standart hatasi (SEM) olarak gosterilmistir.
Relatif [liminesans siddeti grafiginden de goruldigu gibi BRET platform bilesenleri beklenilen

sekilde fonksiyonlarini gerceklestirmistir. Lusiferaz kolunun (P-LF) ve lusiferaz substrati olan

sélenterazinin eklenmedigi (P-S) kontrollerden 6nemli sayilabilecek bir liminesans sinyali
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(400-600 nm) alinmamistir. Buna bagh olarak bu kontrollerden alinan kuantum noktacigi
emisyonu da (600-700 nm) c¢ok dusiktir. Sonuc¢ olarak platformun lusiferaz ile ilgili

fonksiyonlari basariyla gergeklestirilmistir.

Sekilde gosterilen DNA iskelesi icermeyen kontrolden (P-Di) alinan kuantum noktacig
emisyon (600-700 nm) degeri 0.3 + 0.1'dir. Kuantum noktacigi kolu ve kuantum noktacigi
icermeyen kontrollerden (P-KNK ve P-KN) elde edilen emisyon degeri 0.2 + 0.04'tir. TUm
bilesenleri iceren BRET platformunun 600-700 nm emisyon degeri de 0.4 + 0.15 olarak
kaydedilmistir. Platformdan elde edilen kuantum noktacigi sinyalinin negatif kontrollerden
daha yuksek olusu, projede amaclanan lusiferaz-kuantum noktacigi rezonans ener;ji
transferinin gerceklestigine isaret etmektedir. Ote yandan elde edilen fark, ANOVA testiyle
istatistiksel agidan analiz edildiginde dnemli sayilabilecek kadar yiksek gozikmemektedir.
Kuantum noktacigindan elde edilen toplam emisyon, lusiferazdan elde edilene bdélinerek

BRET orani 0.2 olarak hesaplanmistir.

Elde ettigimiz sonugclarin literatlirdeki benzer ¢alismalarla kiyaslamasi yapildiginda 6zellikle
rezonans enerji transferinin veriminin bir 6l¢lti olan BRET orani acisindan iyilestirmeye
ihtiyacimiz oldugu goértlmektedir. Rao ve ark. kurduklari BRET sistemlerinde 0.3 - 0.6 arasi
BRET oranlari elde etmislerdir. Bununla beraber Rao’nun rapor ettigi sistem de dahil olmak
Uzere literatirdeki benzeri BRET sistemleri ana bilesenlerin kovalent olarak baglanmasi
prensibine dayalidir. Projemizde yer alan platform, planlanmis molekuiler interaksiyonlar
yoluyla kendiliginden bir araya gelme (self-assembling) statejisine gore tasarlandigindan cok
daha zor bir hedefi basarmaylr amaclamistir. Bu nedenle BRET veriminin kovalent olarak

baglanmis sistemlere gére daha dusuk olmasi kabul edilebilir bir sonugtur.

Platformun rezonans enerji transferi veriminin disik olmasi bilesenler arasi uzakhgin yiksek
olusu (10 nm ustlu), DNA iskelesi Uzerindeki montaj sirasinda ortaya c¢ikan yapisal
uyumsuzluklar (sterik carpismalar), sistem bilesenlerinin hiicre ici stabilitelerinin disuk
olmasi, hicre igerisinde platform bilesenleriyle etkilesime giren molekdller ve kuantum
noktaciklarinin hiicre girisinde endozomlarda hapis kalarak sitoplazmadaki diger platform
bilesenleriyle bir araya gelememesi gibi sebeplere bagl olabilir. Listelenen problemler
arasinda bilesenler arasi uzakhdin ideal olmayisinin en gicli ihtimal olduguna karar
verilmistir. Calismanin bir sonraki bolimi olan optimizasyon is paketinde, lusiferaz ve

kuantum noktacigi bilesenleri arasi uzakhdin BRET verimine etkisi arastiriimistir.
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4.3.1 In Situ BRET Platformu Optimizasyon Calismalari
BRET platformundan elde edilen kuantum noktacigi emisyon sinyalinin ve buna bagh BRET

oraninin artirlmasi amaciyla platform bilesenleri arasi uzakligin degistirildigi iki yeni DNA
iskelesi olusturulmus ve test edilmistir. Bunlardan ilki, lusiferaz enzimini DNA’ya montajlayan
DNA baglanici proteinin (CDC) spesifik olarak tanidigi tepki elemani dizilimiyle kuantum
noktacid montajinda kullanilan DNA baglanici proteinin (Gal4) tepki elemani arasi uzakligin
5 baz ciftine dusurildigu iskeledir. Klonlamasi yapilan diger iskelede ise tepki elemanlari
arasi uzakhk 20 baz ciftine c¢ikartilmistir. Mesafe ayarlamasinin BRET sinyaline etkisini
anlayabilmek amaciyla bir énceki bolimde rapor edilen sonuclarin eldesinde kullanilan 10
baz ciftlik iskele de referans amaciyla ¢alismaya dahil edilmistir. Bu ¢ DNA iskelesinin ve
iskele icermeyen bos vektorin (negatif kontrol) kullanildigi BRET platformlarindan elde

edilen sonuclar Sekil 20'de 6zetlenmektedir.

3.0
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Sekil 20. In situ BRET platformu bilesenlerinden CDC ve Gal4 tepki elemanlar arasi
uzakligin luminesans sinyaline etkisi. Olgiimler ii¢ bagimsiz deneyin averaji ve averajin

standart hatasi (SEM) olarak gosterilmigtir.
Olcumler arasindaki deneysel hata oraninin yiksek (%10-30) olusu istatistiksel acidan

glvenilir bir kiyaslama yapilmasini olumsuz etkilemesine ragmen, en yuksek kuantum
noktacigl emisyonu tepki elemanlari arasi uzakligin 10 baz cifti oldugu DNA iskelesinden
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elde edilmistir (0.4 * 0.15). Uzakhdin 5 baz ciftine dusurilmesi veya 20 baz ciftine
cikartilmasi toplam emisyonda bir artis saglamamistir. Bu gbézlem, rezonans enerji transferi
veriminin agirlikh olarak bir 6nceki bélimde belirtilen parametrelere bagl olabilecegine isaret

etmektedir.
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5. SONUG

Bir ilke ispati niteligindeki bu proje kapsaminda, Lusiferaz-Kuantum Noktacigi BRET sensor
bilesenleri molekiler kendiliinden duzenlenme prensibine dayanarak DNA Baglanici
Proteinler yoluyla bir DNA iskelesi lzerinde bir araya getiriimis ve lusiferaz-kuantum

noktacigi arasinda rezonans enerji transferi saglanmistir.

Platformdan elde edilen ve enerjii transfer veriminin bir dl¢iti olan BRET orani literatlirde
kovalent bag ile olusturulan sistemlere gére daha dusuktir. Enerji transferi saglayan
bilesenler arasindaki uzakhgin degistirilmesi verimi artirmamistir. Bu nedenle gelecekte
yapllacak calismalar kapsaminda platformun iki temel strateji yoluyla gelistiriimesi
planlanmaktadir. Bunlardan ilki hicre icerisine endositoz ile alinan kuantum noktaciklarinin
endozomlar icinde hapis kalarak hicre sitoplazmasindaki platform bilesenlerine erisim
saglayamama ihtimaline karsin, kuantum noktaciklari tzerinde, endozomlardan kacabilme
fonksiyonu kazandiracak biyomodifikasyonlar gerceklestirmektir. Planladiimiz  diger
gelistirme stratejisi ise platform bilesenlerini lineer bir DNA iskelesi Uzerinde bir araya
getirmek yerine geometrik olarak ¢ok daha fazla sayida etkilesim saglama potansiyeli olan ¢
boyutlu bir DNA iskelesi kurmaktir. Literatirdeki DNA origami ¢alismalarinin bahsi gecen ¢
boyutlu DNA iskelelerinin olusturulabilmesi igin gerekli teknik bilgiyi saglayabilecedi

dustunulmektedir.

Onerilen proje, nanobiyoteknoloji alaninda yeni gelismeler saglayabilecek bir prensip ispati
olmasinin yani sira DNaz ve metilaz gibi bir takim DNA modifiye edici enzimlerin varhdini ve
aktivitelerini ¢cok hassas RET sinyalindeki degdisimlere dayanarak belirleyecek
biyonanosensoérlerin gelistiriimesine olanak saglayacak bir uygulama potansiyeline de

sahiptir.

Proje kapsaminda bir doktora, bes ylksek lisans ve iki lisans 6grencisi bursiyer olarak
desteklenerek rekombinant protein Uretimi ve biyosensorler alaninda egitim almislardir. Proje
kapsaminda bir yiksek lisans tezi tamamlanmis, bir doktora tezi de devam etmektedir.
Projenin in situ platforma tasinmasi 6zgun degerini artirmis, bu nedenle fikri haklarin
korunabilmesi icin yayinlanmadan 6nce ek deneysel verilerle giclendirilerek patent veya

faydali model basvurusi yapilmasina karar verilmistir. Proje ayni zamanda yeni bir ar-ge
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projesi olusturulmasini da saglamistir. Ekibimiz tarafindan, in situ BRET sensoér platformuna

dayali bir uygulama proje 6nerisi hazirhgi yapiimaktadir.
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Bir 1s1k proteiniyle floresan molekul arasinda gerceklesen enerji transferi olarak tanimlanan
Biyoliminesans Rezonans Enerji Transferi (BRET)?e dayanan biyosensor platformlari
proteaz aktivitesi 8lgimu, nukleik asit tayini, lenfatik gériintileme ve fotodinamik terapi gibi
amaglar i¢in basariyla uygulanmistir. Bu calismalarda dondr-alici ikilisi olarak birbirine
kovalent bag ile baglanmis lusiferaz-kuantum noktacidi bilesenleri kullaniimistir.

DNA molekdll sahip oldugu yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri agisindan nanoteknolojik
uygulamalar i¢in ideal bir biyopolimer malzeme olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu proje
kapsaminda molekiler kendiliginden diizenlenme prensibine dayali olarak BRET dondr-alici
ikilisi olan lusiferaz-kuantum noktacigini, DNA baglanici proteinler yoluyla bir DNA iskelesi
Uzerine monte etmek amaglanmistir. Alici molekdl olarak streptavidin kapli bir kuantum
noktacidi kullanilarak, Nano-Tag peptidine bagl bir DNA baglanici protein yoluyla DNA
iskelesi Uzerinde konumlandiriimistir.

Proje, DNA baglanici proteinler olan dstrojen reseptor bileseni CDC ve galaktoz
metabolizmasindan sorumlu Gal4 transkripsiyon faktorlerinin Renilla lusiferaz enzimi ve
Nano-Tag peptidiyle hazirlanan flizyon proteinlerinin tretimiyle baglamis, fakat yeterli
miktarda protein saglanamamasi uzerine platform in situ (hiicre ici) kapsama taginmistir.
Sensor bilesenlerini tagiyan MDA-MB-231 meme kanseri hucre hattinda gerceklestirilen
galismalar sonucu ilke prensibi ispatina dayal platformdan BRET sinyali elde edilmistir. Elde
edilen sinyal verimi (BRET orani 0.2) bilesenlerin kovalent bagl oldudu sistemlere oranla
(0.3-0.6) daha dusuktur.

Olusturulan nanobiyosensor platformu rezonans enerji transfer veriminin iyilestiriimesi
durumunda, 6zellikle DNA baglanici ve modifiye edici molekillerin (DBPler, Dnazlar, DNA
metilazlar, vb.) aktivitelerini belirlemekte kullanilabilecek uygulama potansiyeline sahiptir.
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