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OZET

Escherichia coli Hiicre Yiizey Proteinlerinin Biyotinilasyonu ve nLC-MS/MS Analizi

Amagc: Bakteriyel Membran proteinleri hiicrelerin igine ve disina madde tasinimini,
hiicrelerin diger hiicrelerle veya g¢evresindeki molekiillerle etkilesime girmesini, hiicre
duvarinin ve zarmin yapisini ve biitiinliigiiniin korunmasini, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal
molekiillerinin algilanmasini ve hiicrelerin ¢evresel faktorlere karsi cevap olusturmasini
saglarlar. Membran proteinlerini tanimlama c¢aligsmalar1 bu proteinlerin iistlendigi gorevleri
ve yer aldiklart mekanizmalar1 aydinlatmak agisindan oldukca 6nemlidir. Biyotinilasyon son
donemde kullanim alani giderek artan ve proteinleri tanimlamak i¢in de kullanilan bir
yontemdir. Bu c¢aligmada, enzimatik ve kimyasal biyotinilasyon yontemlerinin bakteri
membran proteinlerini  igaretleyerek yiiksek sayida protein tanimlamak igin
kullanilabilecegini gdstermeyi, ayni zamanda da iki yontemi birbiriyle karsilastirmayi

amagcladik.

Yontem: Bakterilerin membran proteinlerini biyotinlemek i¢in enzimatik (TurboID-enzim
tabanli) ve kimyasal (Sulfo-NHS-LC-Biotin tabanli) biyotinilasyon ydntemleri
kullanilmistir. Oncelikle rekombinant yolla TurboID enzimi histidin etiketli olarak iiretilmis
ve aktif halde saflastirilmistir. Saflastirilan enzimle ve kimyasal biyotin reaktifi kullanilarak
E. coli K12 hiicrelerinin membran proteinleri biyotin ile isaretlenmistir. Bakteriler lizize
ugratilarak protein oziitleri hazirlanmis ve streptavidin kapli manyetik boncuklar araciligiyla
biyotinile proteinler zenginlestirilmistir. Biyotinilasyon ve zenginlestirme agamalar1 Western
Blot analizleriyle dogrulanmistir. Zenginlestirilen biyotinile proteinler ve biyotinile
edilmeyen bakteri protein oziitleri triptik kesime tabi tutulmus, elde edilen peptitlerle nLC-

MS/MS analizleri gergeklestirilmistir.

Bulgular: Yapilan nLC-MS/MS analizlerine gore biyotinile edilen gruplarda biyotinile
edilmeyen gruba gore daha fazla sayida membran proteini tanimlanmistir. Biyotinile
olmayan grupta 419 adet membran proteini tanimlanirken, enzimatik yolla biyotinile edilen
grupta 463, kimyasal yolla biyotinile edilen grupta 582 adet protein tanimlanmaistir.



Sonug: Enzimatik ve kimyasal biyotinilasyon yontemlerinin karsilastirmali analizleri her iki
yonteminde etkin bir bigimde membran proteinlerini tanimlama kullanilabilecegini
gostermektedir. Her ne kadar biyolojik biyotinilasyon yontemi fiyat avantaji sunsa da,
kimyasal biyotinilasyon yontemi ile daha fazla membran proteininin tanimlanmis olmasi bu
yontemin biyolojik biyotinilasyona gore tercih edilmesi gerektigini gostermektedir. Ayrica,
yapilan tekrarli deneylerde her iki yonteminde tekrar edilebilir oldugu gosterilmistir. Bu
bulgu, her iki yontemle de karsilagtirmali proteom calismalarinin yapilabilecegine isaret
etmektedir. Calismamiz kapsaminda optimize edilmis olan protokoller kullanilarak
gerceklestirilecek ¢alismalar ile antibiyotik direngli bakteri suslari ile direngsiz bakteri
suslar1 arasinda membran protein farkliliklarini ortaya ¢ikarmak ve mekanistik bilgi tiretmek

mumkin olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Membran proteinleri, Biyotinilasyon, Escherichia coli



ABSTRACT

Biotinylation and nLC-MS/MS Analysis of Cell Surface Proteins of Escherichia coli

Objective: Bacterial membrane proteins facilitate (1) transport of substances into and out of
cells, (2) interactions between cells and other molecules in their environment, (3) mainten
the structure and integrity of the cell wall and membrane, (4) detect intra- and extracellular
signaling molecules, and (5) generate responses to various environmental factors. Studies
identifying membrane proteins are crucial for elucidating the roles and mechanisms of these
proteins. Biotinylation has emerged as a widely used method for protein identification. In
this study, we aimed to demonstrate the use of enzymatic and chemical biotinylation methods
for labeling bacterial membrane proteins for high-throughput protein identification and to

compare these two methods.

Methods: Enzymatic (TurbolD enzyme-based) and chemical (Sulfo-NHS-LC-Biotin-based)
biotinylation methods were used to biotinylate bacterial membrane proteins. The
recombinant TurboID enzyme was produced and purified in its native state with a histidine
tag. Bacterial cell membrane proteins of E. coli K12 were then labeled with biotin both using
the purified enzyme or a chemical biotin method. The bacteria were then lysed to prepare
protein extracts, and biotinylated proteins were enriched using streptavidin-coated magnetic
beads. Biotinylation and enrichment steps were verified via Western Blot analysis. The
enriched biotinylated proteins and non-biotinylated bacterial protein extracts were subjected

to trypsin digestion, followed by nLC-MS/MS analysis of the resulting peptides.

Results: A greater number of membrane proteins were identified in the biotinylated and
enriched groups compared to the non-biotinylated group. While 419 membrane proteins
were identified in the non-biotinylated group, 463 proteins were identified in the
enzymatically biotinylated group, and 582 proteins were identified in the chemically

biotinylated group.



Conclusion: Comparative analyses of enzymatic and chemical biotinylation methods
demonstrated that both methods could effectively allow identification of membrane proteins.
Although the biological biotinylation method offers cost advantages, the chemical
biotinylation method identified more membrane proteins, indicating its preference over
biological biotinylation. In addition, repeated experiments showed the reproducibility of
both methods, suggesting that comparative proteomic studies can be performed using either
method. With the optimized protocols generated in this study, future research may reveal
differences in membrane protein compositions and levels among antibiotic-resistant and

antibiotic-sensitive bacterial strains, providing mechanistic insights.

Key words: Membrane proteins, Biotinylation, Escherichia coli
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1. GIRIS

1.1. Bakteriler

Bakteriler zarli organeli bulunmayan tek hiicreli organizmalardir. Bakteriler kiiresel,
cubuksu veya spiral gibi sekillerde olabilir ve boyutlar1 genellikle 0,5 — 5 mikrometre
civarindadir. Bakteriler diinya tizerindeki biyokiitlenin yaklasik %15’ini olustururlar ve kara
bitkilerinden sonra diinya lizerinde en ¢gok bulunan gruptur (Bar-On, Phillips, & Milo, 2018).
Topraktan, okyanuslarin derinliklerine ve sindirim sistemimize kadar ¢ok cesitli ortamlarda
bulunurlar. Bakterilerin bilinen 19,540 tiirii vardir ve bunlar ¢ok gesitli ortamlarda hayatta

kalabilmektedir (Reimer vd., 2021).

Bir insan viicudunda yaklasik 3.8x10'® tane bakteri bulunmaktadir (Sender, Fuchs, & Milo,
2016). Bu bakterilerle karsilikli yararlanim igeren bir iliski siirdiirmekteyiz. Cogunlugu
gastrointestinal sistemimizde bulunan bakteriler besinleri sindirmemize, besinlerden gelen
baz1 toksinleri notralize etmemize destek olurlar ancak bize sagladiklari bu avantajlarin
yaninda sagligimiz i¢in tehlike olusturabilen tiirleri de vardir. Viicudumuzdaki bozulmus
mikrobiota inflamatuar bagirsak hastaligi, mide iilseri, kolon kanseri ve obezite gibi ciddi
hastaliklara sebep olur. Ayrica bakteriler viicudumuzda enfeksiyona da sebep olabilirler. Bu
zararli bakterilerle antibiyotikler araciligiyla savasmaktayiz ancak bakteriler antibiyotiklere

kars1 direng mekanizmalar1 gelistirerek isimizi zorlastirmaktadir.

1.2.  Gram Negatif ve Gram Pozitif Bakteriler

Bakteriler gram boyama yontemine gore iki sinifa ayrilirlar. Gram pozitif bakterilerin
hiicre zar1 fosfolipitler igeren sitoplazmik bir membran ve iizerindeki kalin bir peptidoglikan
tabakadan olusur. Bu peptidoglikan tabaka gram boyamada kullanilan kristal-viyole boyasini
tutar ve preparat alkolle yikaninca hiicre zar1 biiziisiir ve boya disar1 ¢ikamaz boylece
bakteriler mavi-mor renkli goriiniir. Gram negatif bakterilerde ise ikinci bir dis membran
vardir ve peptidoglikan tabaka iki membran arasindaki periferal boslukta bulunur. Gram

negatif bakterilerde bulunan peptidoglikan tabaka Gram pozitif bakterilerinkine gore ¢ok
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daha incedir. Gram boyamada ince peptidoglikan tabaka boyayr tutamaz ve alkol dis
membrandaki lipitleri ¢ézerek boyanin akmasina neden olur ve preparat tekrar safranin
boyasi ile boyandiginda gram negatif bakteriler pembe bir renk alir (Kleanthous & Armitage,
2015). Tim Stafilokok ve Streptokok cinsi bakteriler Gram pozitifken, Gram negatif
bakterilere 6rnek olarak Enterobakter ve Pseudomonas cinsi bakteriler verilebilir. Gram

negatif ve Gram pozitif bakterilere ait membran yapist Sekil 1.1°de gosterilmistir.

Iki tiir bakteri de kendilerine 6zgii toksinler salgilarlar ve menenjit, idrar yolu enfeksiyonu,
difteri, kolera ve diyare gibi ¢esitli hastaliklara sebep olmaktadirlar. Bakteri kaynakli
hastaliklarda en etkili tedavi yontemi antibiyotikler olsa da giinlimiizde giderek artan

antibiyotik direnci ciddi bir sorun olusturmaktadir.

a Gram-negative bacteria b Gram-positive bacteria

- Lipopolysaccharide Teichoic acid
ol Lipoteichoic acid 8
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Sekil 1.1.: Gram negatif ve Gram pozitif bakteri membran yapist (Brown, Wolf, Prados-
Rosales, & Casadevall, 2015)

1.3. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli), Enterobacteriaceae familyasinin bir liyesidir. 1885 yilinda
Theodor Escherich tarafindan bebeklerin digskisindan elde edilmistir. £. coli insanlarin ve
memeli hayvanlarin gastrointestinal sisteminde dogal olarak bulunmaktadir. Cubuk sekilli
2.0-6.0 um x 1.1-1.5 um boyutlarinda endospor olusturmayan Gram negatif bir bakteridir
(Percival & Williams, 2014). E. coli K12 susunun elektron mikroskobu goriintiileri Sekil

1.2°de verilmistir.



Sekil 1.2.: E. coli K12'nin elektron mikroskobu goriintiileri. a. Taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiisti b. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiisii (H.
Wang, Xie, Zhang, Jin, & Zhang, 2020).

E. coli’nin genomu ortalama 4,5 Mb boyutundadir ve 4000 ile 6500 arasinda protein kodlar
(Perna, Glasner, Burland, & Plunkett, 2002; Poolman, Geurtsen, & Weerdenburg, 2023). E.
coli’nin proteomunun yaklasik %30’unu membran proteinleri olusturur. Bunlardan i¢
membran proteinleri total proteomun %?26,3’linli olustururken dis membran proteinleri
%1,9’unu ve periplazmik proteinler ise %3,9’unu olusturur. E. coli proteomunun %20’lik
boliimiiniin ise hiicrelerdeki lokasyonu hala aydinlatilamamistir. Sekil 1.3’te E. coli K12

susunun tahmini proteom lokalizasyon dagilim grafigi verilmistir.

Predicted Localization Breakdown Results

Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome. 3.00
PSORTh

o Predicted Localization Count
L Version
@ Cytoplasmic PSORTD Version 3.00 Results
@ CytoplasmicMembrane  Cytoplasmic 3.00 1910
o, Exiracolliar Cytoplasmic Membrane 3.00 1072
@ OuterMembrane
\ @ Periplasmic Extracellular 3.00 46
E— @ Unknown Outer Membrane 3.00 78
Periplasmic 3.00 159
Unknown 3.00 818
Total 3.00 4140

Sekil 1.3.: E. coli K12 bakterisinin tahmini proteom lokalizasyonu PSORTdb (version
3.00) veri bankasindan alinmastir.
(https://db.psort.org/browse/genome?refseq=NC_000913)



https://db.psort.org/browse/genome?refseq=NC_000913

E. coli hizli boliinen, biliylime gereksinimleri az olan ve kolay manipiile edilebilir bir
organizma oldugu i¢in laboratuvarda yiiriitiilen deneylerde siklikla kullanilan model
organizmalardan birisidir. Genomunun dizilenmis olmasi, replikasyon, gen ekspresyonu,
protein sentezi gibi mekanizmalarinin 1iyi biliniyor olmasi E. coli’nin tercih edilme
sebeplerinden bazilaridir (Blount, 2015). E. coli aym1 zamanda bir¢ok biyoteknolojik
calismada ve {iriin tiretiminde de kullanilmaktadir (Abdelaal & Yazdani, 2022; McElwain,
Phair, Kealey, & Brady, 2022)

E. coli genom, proteom ve transkriptomuna ait kapsamli bilgilere ulasimin kolay olmas1 bu
hiicrelerin genetik ve biyokimyasal manipiilasyonlara acik olmalar1 nedeni ile bu ¢aligma
kapsaminda gergeklestirilen yontemsel yaklasimlar dnce E. coli lizerinde uygulanmustir.
Elde edilen sonuclar bu yontemin diger bakteri tiirlerine adapte edilmesi i¢in bir yol gosterici

olmustur.

1.4. Bakteri Membrani ve Proteinleri

Bakteriler, onlar1 dis ortamdan ayiran ¢ift lipit tabaka yapisinda secgici gegirgen
dinamik bir membran ile ¢evrilidir. Yapist genel olarak protein, yag ve karbonhidrattan
olusur. Bakterilerin membranlar1 hiicreye seklini vermekte dahil olmak {izere ¢ok cesitli
gorevler istlenirler. Bakterinin dig ortamla temas ettigi ilk kismi oldugundan hiicrenin
savunma mekanizmasinda gorev alir. Sicaklik ve pH degisimi gibi fiziksel etkenlere karsi
bakteriyi korur, disaridan aldig1 sinyalleri hiicrenin igerisine iletir ve hiicrede olusan yanitin
disartya tasinmasinda rol oynar. Madde aligverisinde gorev alir, ortamda bulunan diger
hiicrelerle iletisimi saglayarak, birbirlerine tutunmalarin1 saglar. Hiicre membram
bakterilerin kimliklerinin belirlenmesinde temel 6gedir (Cooper, 2000; Ernst & Robertson,

2021).

Bakteri membrani bu gorevleri genellikle yapisinda bulunan proteinlerin yapisini konumunu
ve miktarii degistirerek gerceklestirirler. Bu proteinler membranda cesitli konumlarda
bulunabilirler ve genel olarak integral ve periferal olarak iki gruba ayrilirlar. Membranin
icerisine gomiilii olan proteinler integral proteinlerdir ve integral proteinler membrani
boydan boya gegen trans membran proteinleri olabilecegi gibi, membranin tek bir tarafina
bagli monotopik proteinler de olabilir (Schulz, 2002). Periferal proteinler, integral

proteinlerin zardan disartya dogru cikan hidrofilik kisimlarina baglanan proteinlerdir



(Koebnik, Locher, & Van Gelder, 2000). Sekil 1.4’te membran proteinlerinin hiicre

membranina muhtemel yerlesim bigimleri gosterilmistir.

Bakteri hiicre zarlarinda ve periplazmada bulunan proteinlerin kendilerine 6zgiin gorevleri
vardir. i¢ ve dis zara lokalize olmus proteinler bakterinin fizyolojisinde énemli bir yer tutar.
Proteinlerin membrandaki kompozisyonlari bakterinin karakterini dogrudan etkiler. Integral
proteinler temel olarak besin alimi, protein transportu ve adezyon gibi siire¢ ve
mekanizmalarda rol oynarken periferal proteinler iskelet proteinlerini ve hiicredis1 matriks
elemanlarin1 destekler, etraflarindaki diger hiicreler ile iletisimi saglar, enzim olarak ¢alisir
ve ayn1 zamanda molekiillerin transferinde de rol alirlar. Gram-negatif bakterilerde bulunan
periplazma bakteriye adaptasyon yetenegi kazandirir ve bu bolgedeki proteinler daha ¢cokca
proteazlar ve niikleazlardan olusur. Periplazmik proteinler dis membran ve i¢ membran

arasindaki koordinasyonu ve iletisimi saglar.

[7]Peripheral
5| Lipoprotein extnngc
Pop protein

Monotopic
Single Multiple B-barrel amphipathic
TMhelix  TM helices porin helix ®
L T J ‘

Integral membrane proteins [6] Lipoprotein

Sekil 1.4.: Membran proteinlerinin lokalizasyonu (Puthenveetil & Vinogradova, 2019)

1.4.1.D1s Membran

Gram negatif bakterilerin peptidoglikan tabakasinin iizerinde c¢ift tabakali lipit yapili
bir zar daha bulunur. Bu ¢ift tabakanin yapisi asimetriktir ve dis taraftaki yapraga bagh
lipopolisakkaritler bulunurken i¢ tarafinda fosfolipitler ve lipoproteinler bulunur. Yapisinda
bulunan bu membran proteinlerinden transmembran olan proteinler B-yaprak yapisindadirlar
(Guest & Silhavy, 2023). Dis zarda lokalize olan proteinlerin besin alimi, iyon taginmast,

protein translokasyonu, enzim aktiviteleri, membran homeostazisi ve biyogenez gibi
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gorevleri bulunmaktadir. D1 zarin yapisi i¢ zara gore daha gecgirgendir (Guérin & Buchanan,
2021). Porinler araciligla sekerler ve amino asitler gibi kiigiik, suda ¢oziinebilen molekiiller
dis membrandan gegebilirken bakteri i¢in zararli olabilecek toksinlerin gegisinin
sinirlandirilmasiyla dis membran bir koruma gorevi de goriir (Nikaido, 2003; Sun,

Rutherford, Silhavy, & Huang, 2022).

1.4.2.Periplazma

Gram negatif bakterilerin iki membran1 periplazma denilen bir boslukla birbirlerinden
ayrilir. Periplazmanin hiicre hacminin %20-40’1m1 olusturan jelimsi bir yapist vardir.
Icerisinde turgor basinc1 gibi durumlara kars: hiicreye yapisal destek saglayan peptidoglikan
tabaka bulunur. Bunun yani sira ¢esitli proteinler de igermektedir. Bu proteinler besinlerin
depolanmasi, tasinmasi ve enzimatik aktiviteler gibi gorevler iistlenmektedirler. Periplazma,
sitoplazmaya gore daha oksitleyici bir ortamdir ve distilfit bagi igeren proteinler sitoplazma
da inaktifken periplazmada aktif halde bulunurlar. Periplazma hiicre i¢inde ayr1 bir bolim
olarak bulundugundan bakteri i¢in toksik olabilecek riboniikleazlar ve fosfatazlar gibi
enzimler sitoplazmadan ayri tutulabilir boylece bakterinin kendisine zarar vermesi

engellenir (D. Liu, 2019; Miller & Salama, 2018).

1.4.3.1¢ Membran

D1s membrandan farkli olarak simetrik cift katli fosfolipid tabakadan ve proteinlerden
olusmaktadir. I¢ membrandaki proteinler E. coli’de kodlanan proteinlerin %20-30’unu
olusturur (Facey & Kuhn, 2010). Membrandaki protein:lipid oran1 yaklasik 3:1°dir. Segici
gecirgen bir yapidadir ve hiicrenin icine girecek molekiilleri kontrol ederek hiicre ici
homoestazi saglar. Bakteri i¢in i¢ membran 6karyot hiicrelerde ¢esitli organellerce yliriitiilen
gorevleri tlistlenen cok islevli bir yapidir. Bu gorevler arasinda aktif tasima, enerji
transdiiksiyonu, fosfolipit, peptidoglikan ve lipopolisakkarit gibi molekiillerin biyosentezi

vardir (Lovitt & Wright, 2014).

1.5. Bakteri Membran Proteinlerinin Onemi

Bakterilerin membranlar1 farkli yapilarda olsalar da benzer gorevler iistlenirler. En
temel gorevi bakteriyi bulundugu ortamdan ayirarak onu sicaklik ve pH degisimi gibi

fiziksel etkenlere kars1 korumaktir. Bu degisiklikler algilandiginda bakteri membraninin



kompozisyonu degisir ve bakteri kendisini savunmaya alir. Ayn1 zamanda gegirgen bir yapisi
oldugundan dolay1 besin alimi gibi 6nemli bir islevi de yiiriitiir. Ancak bakterinin igerisine
alinan maddelerin ge¢isine izin verirken se¢ici davranir ve bakteri i¢in zararli olabilecek
veya bakterinin ihtiyacit olmayan molekiillerin gegisine izin vermez. Bakterinin igerisinde
olusan atiklarin vezikiiller araciligiyla disartya atilmasini saglar. Bakteri disaridan gelen
antibiyotik gibi bir tehditle karsilastiginda ilk savunmasini membrani araciligiyla yapar.
Membran yeniden sekillenir ve lizerinde bulunan pompalar araciligiyla antibiyotigin disar1
atilmasini saglar. Biitiin bu gorevleri yaparken bakteri membraninda bulunan proteinleri
kullanir dolayisiyla bakterinin membran proteinlerini tanimlamak bakterinin yasam

dongiistinde gergeklestirdigi biitiin bu islevleri anlamak i¢in olduk¢a dnemlidir.

2008 yilinda InterPro veritabaninda yapilan bir analiz ile E. coli’nin membran proteinleri
siiflandirilmistir. Yapilan analize gore E. coli membraninda en ¢ok bulunan protein aileleri
arasinda ana kolaylastirici siiper aile (MFS)mnin iiyeleri, (ATP) baglayici proteine bagimli
tasiyicilar, histidin kinazlar, amino asit permeazlari, fosfotransferaz sistemleri, DUF6
membran protein ailesi, AAA ATPazlar, GGDEF alan1 igeren proteinler, APC tasiyici {ist
ailesi, sodyum:dikarboksilat simporter ailesi bulunmaktadir (Poetsch & Wolters, 2008).

Bakterilerin membranlarinda bulunan proteinler, bakterilerin diger organizmalarla olan
iligkisinin ortaya c¢ikarilabilmesi ve biyoteknolojik calismalarda kullanilmasi agisindan
oldukea ilgi ¢ekicidir. Ozellikle bakterilerin insanlarla olan iliskisinin ve konakg1 patojen
etkilesiminin anlasilmasi i¢in bakteriyel membran proteini ¢aligsmalar1t olduk¢a 6nemlidir.
Bakteriler hem konakg¢isini segip patojenik etki gosterirken hem de konak¢inin savunma
mekanizmasina kars1 savasirken membran proteinlerini kullanir. Ayrica bakterilerin kanser
gibi tedavisi zor olan hastaliklar i¢in ilag tasiyici olarak kullanilarak hedef odakli tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi amaciyla kullanilmasi i¢in de ¢alismalar yiiriitilmektedir
(Faghihkhorasani vd., 2023; Yuxi Zhou & Han, 2022). Membran proteinlerinin
tanimlanmasi1 patojenik bakterilere karsi etkili bir miicadele verilmesini ve patojenik
ozelliklerini avantajimiza g¢evirerek tedavi amagh kullanilmasimi saglayacaktir. Saglik
alanlarindaki Oneminin yani sira bakterilerin membran proteinlerinin anlagilmasi
biyoteknoloji alaninda da oldukga biiyiik bir yer tutar. Bakteriler atik sularin temizlenmesi
gibi amagclarla biyoremediasyon alaninda (de Alencar, Navoni, & do Amaral, 2017; Hui,
Guo, Liu, & Yi, 2021; Kabiraj, Biswas, Halder, & Bandopadhyay, 2022) ve endiistride
antibiyotik, bazi ilaclar (McElwain vd., 2022), siit iirlinleri (Garcia-Burgos, Moreno-

Fernandez, Alférez, Diaz-Castro, & Lopez-Aliaga, 2020) ve ¢esitli kimyasallarin tiretiminde
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de (Abdelaal & Yazdani, 2022) kullanilmaktadir. Membran proteinlerinin yapilarinin,
gorevlerinin ve gevresel uyaranlara verdikleri yanitlarin anlagilmasi bakterilerin endiistriyel
olarak kullanimini kolaylastiracagi gibi yeni alanlarda kullaniminin da Oniinii agacaktir.

Sekil 1.5°te bakteriyel membran proteinlerinin ¢esitli uygulama alanlar1 gésterilmistir.

Tip
Strain karakterizasyonu / farklari
Virulans faktérlerinin tanimlanmasi
Konakg! etkilesimleri
Antibiyotik direng mekanizmalari
Sporulasyon
Biyofilm

Biyoteknoloji
Uretim suglarinin
karakterizasyonu ve
gelistirilmesi
Biyoremediasyon
Yiiksek miktarda protein
uretimi

Protein yapi ve Fonksiyonu
Protein lokalizasyonu
Topoloji analizleri
Translokasyon yolaklari
Membran protein kompleks igerikleri

Sekil 1.5.: Bakteriyel membran proteinlerinin uygulama alanlari.

1.6. Membran Proteini Caliymalarinda Kullanilan Y6ntemler

Bakterilere ait membran proteinlerinin tanimlanma ¢aligmalari uzun zamandir devam
etmektedir. 1976 yilinda Ames ve Nakaido tarafindan 2D jel elektroforezi kullanilarak
yapilan ¢alismada yaklasik 150 adet E. coli hiicre membran proteini tanimlanmistir (Ames
& Nikaido, 1976). Daha sonraki yillarda yapilan ¢calismalarda ¢esitli yontemler gelistirilmis,
ozellikle s1v1 tabanli kiitle spektrometre yontemleri ile bakterilere ait cok sayida membran
proteini tanimlanabilmistir (le Coutre vd., 2000; A. Y. Wang, Thuy-Boun, Stupp, Su, &
Wolan, 2018; Yusi Zhou & Chen, 2011). Elde edilen basarilar tiim zorluklarin asildig
anlamma gelmemektedir c¢linkii membran proteinleri ile g¢alismanin bu proteinlerin
dogasindan kaynakli zorluklar1 da beraberinde getirdigi bilinmektedir. Bu zorluklarin
baglicalar1 membran proteinlerinin hidrofobik yapis1 ve diisiik ¢oziiniirliigli, analizlerde
kullanilabilecek ideal proteaz sayisinin azligi, icerisinde bulunduklar1 yapidaki lipitleri
uzaklagtirmanin zorlugu ve hiicredeki ifade diizeylerinin azhigidir (Carpenter, Beis,

Cameron, & Iwata, 2008; Seddon, Curnow, & Booth, 2004). Bu zorluklarin asilmasi i¢in



zaman icerisinde farkli yaklagim ve yontemler gelistirilmis ve hala gelistirilmeye de devam

edilmektedir.

Temel olarak membran proteini ¢alismalarinda kullanilan yontemleri jel temelli olanlar ve
olmayanlar olarak ikiye ayirabiliriz. Jel temelli yontemler 2-D ve 1-D PAGE analizleri ve
bu yontemlere yapilan eklemelerden olusur. Jel de ayrilan proteinler daha sonra gesitli kiitle
ayirim tekniklerine tabi tutulur. Jel temelli olmayan yontemlerde membran proteinlerinin
tirag edilmesi i¢in proteazlarin kullanilmasi, membran proteinlerinin etiketlenmesi ya da
isaretlenmesi (kimyasal biotinilasyon, CyDye), giiglii katyon degisim kolonlariin
kullanilmas: ve densite-gradient gibi metotlar vardir (Poetsch & Wolters, 2008). Bu
calismalar yapilirken en temel problem membran proteinlerini ¢dziiniir halde tutmaktir. Bu
problemin iistesinden gelebilmek ve membran proteinlerinin ¢oziiniirliiglinii artirabilmek
icin Triton X-100, cholate, CHAPS, Zwittergent 3-12 ve Deoxy BIG CHAP gibi deterjanlar
kullanilmaktadir (Alfonso-Garrido, Garcia-Calvo, & Luque-Garcia, 2015; Rodriguez-
Ortega, 2018; Smith, 2011). Bu yontemler sayesinde membran proteinlerinin izolasyonu ve
tanimlanmast1 daha verimli bir sekilde yapiliyor olsa da heniliz istenilen noktaya

gelinmemisgtir.

1.7. Biyotinilasyon

1.7.1. Biyotin

Vitamin H veya B7 olarak da bilinen biyotin tiim canlilar i¢in oldukg¢a gerekli olan bir
molekiildiir. PubChem’de yapilan tanima gore biyotin, tetrahidrotiyofen halkasina bagh bir
valerik asit ikame edicisine sahip 2-oksoheksahidro-1H-tiyeno[3,4-d]imidazolden olusan
organik bir heterobisiklik bilesiktir (Sekil 1.6). Biyotin; glukoneogenez, yag asidi sentezi ve
amino asit metabolizmas1 gibi olaylarda rol alan karboksilazlar, dekarboksilazlar ve
transkarboksilazlar gibi biyotin-bagimli enzimler i¢in kofaktoér goérevi goriir (Sirithanakorn
& Cronan, 2021). Suda ¢6ziinebilen bir vitamin olan biyotin; hiicrenin normal fonksiyonlari,

biliylimesi ve gelismesi i¢in olduk¢a dnemlidir.



H 0
Q N\(

HO NH

Sekil 1.6.: Biyotinin 2 boyutlu yapisi (https://www.labeyond.com/2-d-
biotinc10h16n203svitamin-hvitamin-b7cas58-85-5.html)

Biyotin, proteinlerin lizin iceren bolgelerine ATP yardimiyla biyotin ligazlar tarafindan
eklenir (Sekil 1.7). Biyotin sentezi bitkiler, mantarlar ve mikroorganizmalarda
gerceklesirken; memeli canlilarda biyotin sentezi gerceklesmez. Biyotin; streptavidin, avidin
ve neutroavidine afinite gdsterir ve bu proteinlerle olan etkilesimleri dogada bulunan en
giiclii non-kovalent etkilesimdir. Biyotinin bu avantajlar1 onu biyoteknolojik ¢alismalarda
kullanmak i¢in ilgi ¢ekici kilmistir. Biyotinilasyon reaksiyonu genel biyotinilasyon i¢in veya
cesitli proteinlerle flizyon yapilmasi yoluyla daha 6zel amaglarla kullanilmaya baslanmastir.

Bunun i¢in E. coli’de bulunan BirA biyotin ligaz enzimi temel alinarak daha fonksiyonel

biyotin ligazlar gelistirilmistir.

0

HN  NH
+ ATP
OH
S
Biotin 2
PP,
NH,
0 2
g N
N7 ;
HN” "NH :I D)
0 N N y
" : -+ H;N
()—l:-() 0
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Y Apo Protein
Biotinoyl-5'-Adenylate HO OH AMP
O
HN  NH

0

Biotinylated Protein
Sekil 1.7.: Protein biyotinilasyon reaksiyonu (Henke & Cronan, 2014)
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1.8. Biyotin Ligazlar

1.8.1. BirA

Biyotin ligazlar arasinda en iyi bilineni E. coli’de bulunan 35,3 kDa'lik monomerik bir
protein olan BirA enzimi’dir (Sekil 1.8). BirA, sadece apo-biyotin karboksil tasiyici
proteinini (apo-BCCP) biyotinile eder ve enzimin aktif formuna gelmesini saglar. Ayrica
hiicredeki biyotin biyosentezinin diizenlenmesinde transkripsiyonel baskilayici olarak rol
alir (Choi-Rhee, Schulman, & Cronan, 2004). Bu gorevleri yaparken ATP kullanir.
Biyotinilasyon iki asamada gercgeklesir. BirA enzimi oncelikle hiicre igerisinde bulunan
biyotin ve ATP’ye baglanarak biyotinoil-5'-AMP'yi (bioAMP) olusturur. Ikinci adimda ise
bioAMP kompleksi apo-BCCP’nin lizin aminoasidine iizerindeki biyotini aktarir. Ortamdaki
biyotin miktar1 yiikselip tiim proteinler biyotinlenerek aktif duruma geldiginde bioAMP
kompleksi biyotin biyosentezinde rol alan enzimlerin transkripsiyonel olarak

sentezlenmesini engelleyecek sekilde DNA dizisine baglanir (Oostdyk vd., 2019).

Sekil 1.8.: BirA enzimi 3D yapisi (https://www.rcsb.org/structure/1BIA)

Protein-protein  etkilesimi  gibi ¢alismalarda  biyotinilasyondan olduk¢a fazla
yararlanilmaktadir ancak BirA enziminin en biiyiik dezavantaj1 biyotinilasyon reaksiyonunu
gerceklestirmek i¢in biyotin alici etiketi (BAT) denilen spesifik bir diziye ihtiya¢c duymasidir.
Bu problemin istesinden gelmek i¢in BirA enzimi mutasyona ugratilarak 118
pozisyonundaki glisin aminoasidi alanin ile degistirilmistir. Gelistirilen bu mutant BirA

enzimi BioID (BirA*) olarak isimlendirilmistir ve yabani tip BirA enziminin aksine spesifik
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bir diziye ihtiya¢ duymadan lizin aminoasidine biyotin ekleyebilir (Roux, Kim, Raida, &
Burke, 2012).

1.8.2. TurbolD

Yakinlik tabanli etiketleme ¢alismalarinda kullanilmak {izere daha verimli ve genis
tabanli olarak kullanilabilecek bir biyotin ligaz enzimi gelistirmek i¢in yonlendirilmis evrim
calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismada temel olarak alinmak iizere BiolD enzimi ve 118
pozisyonundaki glisin aminoasidinde yapilan 7 diger mutasyon kiyaslanmistir. Yapilan 6n
caligmalarda R118S mutantinin R118G mutantina gore neredeyse 2 kat daha aktif oldugu
bulundugundan dolayr yonlendirilmis evrim calismalarina baslarken kalip olarak BirA-
R118S mutant1 kullanilmistir. Yonlendirilmis evrim deneylerinin sonucunda 35kDa
boyutunda, higbir amino asit dizisine ya da motifine bagimli olmayan TurboID enzimi
gelistirilmistir. TurboID biitiin bu avantajlarina ek olarak diger biyotin ligazlardan ¢ok daha
kisa bir siirede biyotinilasyon gergeklestirebilmektedir (Branon vd., 2018). TurbolD
kullanilarak yapilan yakinlik tabanli etiketleme yontemi Sekil 1.9.°da sematik olarak

gosterilmigtir.

Yiiriitilen bu tez c¢alismasi kapsaminda TurbolD enziminin biitlin avantajlarindan

faydalanarak bakterilerin membran proteinlerinin tanimlanmas1 hedeflenmistir.

Distal
Biotin endogenous proteins
e ]
@CAMP 6
(D
TurbolD %

Biotinylated proximal
endogenous protein

Sekil 1.9.: TurbolD ile yakinlik tabanl etiketleme (Cho vd., 2020)
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1.9. Kimyasal Biyotinilasyon

Proteinleri biyotin ile isaretleme islemi biyotin ligazlar araciligiyla enzimatik olarak
yapilabilecegi gibi kimyasal yoldan da gergeklestirilebilir. Kimyasal biyotinilasyon i¢in
kullanilacak reaktifin ii¢ tane temel yapitas1 vardir. Bunlardan birincisi biyotindir. Biyotinin
yapisinda bulunan valerik asit yan zinciri streptavidin, avidin veya neutravidin’e baglanir ve
biyotin ile isaretlenmis proteinin zenginlestirilmesine olanak saglar. Reaktifin yapisinda
bulunan ikinci kisim biyotin ve arasinda bulunan ara koldur. Ara kolun uzunlugu biyotin ve
avidin etkilesimini belirleyen en 6nemli etkendir. Bir proteinin iizerinde birden ¢ok biyotin
bulunmasindan kaynaklanacak sterik engellemeden kurtulabilmek i¢in ara kol kullanilabilir
ve ara kolun boyu biyotinlerin avidin tarafindan baglanmasini etkiler. Ayrica kullanilabilecek
uygun ara kollarla biyotinilasyonun tersine c¢evrilmesi ve reaktifin ¢oziiniirliigliniin
artirilmasi gibi 6zellikler eklenebilir. Ugiincii temel kisim biyotinin proteinlere kovalent
olarak baglanmasii saglayan reaktif parcadir. En yaygin olarak kullanilanlarindan birisi
reaktif ester olan N-hidroksisiiksinimit (NHS) grubudur (Hermanson, 2008). Kimyasal
biyotinilasyon yapmak icin kullanilan biyotinilasyon reaktifinin kimyasal yapis1 Sekil

1.10.’da verilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Sulfo-NHS-LC-Biotin kullanilmistir.

IReaktif KlSlmI

O

H O
N\/\/\/l\O/N |\

O

Biotin Ara Kol

Sekil 1.10.: Biyotinilasyon Reaktifinin Yapisi

1.10. Avidin/Streptavidin-Biotin Etkilesimi

Avidin yumurtanin beyazinda bulunan homotetramerik yapida bir glikoproteindir.
Avidinin iizerinde dort tane biyotin baglanma bdlgesi vardir ve avidin-biyotin etkilesimi

dogada goriilen en giiclii non-kovalent baglanmalardandir (K4 ~107"> M). Avidin-biyotin
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etkilesimi ¢ok yiiksek sicakliklar, pH degisimi ve denatiire edici ajanlarin varlig1 gibi ¢ok

zorlayici durumlarda bile istikrarli durumda kalir (Green, 1975).

Avidinin fonksiyonel bir analogu olan streptavidin, Streptomyces avidinii bakterisinden elde
edilmistir. Streptavidin de ayn1 avidin gibi homotetramerik yapidadir ve biyotine gii¢lii bir
sekilde baglanir. Avidinden farki glikozillenmemis olmasidir ve bu durum streptevadinin

avidinden daha 6zgilin baglanma gdstermesini saglar (Dundas, Demonte, & Park, 2013).

Avidin/Streptavidin-Biyotin etkilesimi kesfedildikten sonra ilag tasinmasi, protein
isaretlenmesi ve saflastirilmasi gibi ¢cok cesitli biyoteknolojik ¢alismalar i¢in kullanilmaya
baslanmistir (Dundas vd., 2013; Le, Nguyen, & Park, 2019). Tez ¢alismamiz kapsaminda
streptavidin ile kaplanmis manyetik boncuklar kullanilarak biyotin ile isaretlenmis proteinler

zenginlestirilmis ve analizleri yapilmistir.

1.11. Biyotinilasyon Kullanmilarak Yapilan Proteom Calismalari

TurbolD enzimi ve tiirevleri gelistirildikten sonra biyotin aracili yakinlik tabanli
etiketleme teknigi kullanilarak yapilan calismalar oldukca popiiler hale gelmistir.
Prokaryotlardan mayalara, hiicre kiiltiirline, bitkilere ve hatta hayvan caligmalarina kadar
cok cesitli canlida kullanim1 gosterilmistir. Bu teknik kullanilarak hiicre organellerinde
bulunan proteinler ve hiicre dis1 ortama salinan proteinler isaretlenmis, protein — protein
etkilesimleri incelenmistir. Saccharomyces cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe
mayalarinda yapilan bir ¢aligmada TurboID enzimi hiicre igerisindeki etkilesimi gdzlenmek
istenen proteine takilmis ve streptavidin kapli boncuklar ile zenginlestirilmistir. Elde edilen
biyotinle proteinler ile LC-MS/MS analizi yapilmis ve TurbolD tabanl etiketleme sisteminin
mayalarda da kullanilabilecegi gosterilmistir (Larochelle, Bergeron, Arcand, & Bachand,
2019). Chagas hastaligina sebep olan Trypanosoma cruzi bir protozoadir ve konakgisiyla
flagellas1 araciligiyla etkilesir. 7. cruzi ve konakgisi arasindaki etkilesimi 6grenmek ve
uygun bir tedavi stratejisi gelistirebilmek i¢in TurboID enzimi kullanilarak flagellar
proteinler igsaretlenmis ve HPLC-MS/MS ile bu proteinler tanimlanmistir (Won, Baublis, &
Burleigh, 2023). insan mitokondri etkilesim haritasini ¢ikarmak icin yapilan bir calismada
mitokondrinin ¢esitli boliimlerinde bulundugu bilinen 100 tane proteine BiolD enzimi
takilarak biyotinilasyon gerceklestirilmis ve biyotinile proteinler streptavidin kaplh

boncuklarla zenginlestirildikten sonra bu proteinlere HPLC-MS/MS analizi yapilmistir.
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Yapilan cesitli biyoinformatik analizler sonucunda mitokondri yakinlik etkilesim haritasi
cikartilmigtir (Antonicka vd., 2020). CHO hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada plazma
membran proteinlerinin TurboID ve TurbolD-Start enzimleri ile isaretlenip LC-MS/MS ile
verimli bir sekilde tanimlanabildigi gosterilmistir (Sarihan, Kasap, & Akpinar, 2024). Hiicre
kiiltiirinde in vitro ortamda gergeklestirilen ¢alismalar in vivo ortama taginarak ¢esitli model
organizmalar lizerinde de ¢aligsmalar yapilmigtir. B6D2F1 tiirii farelerden gelistirilen Tesmin
KO fare hatt1 ile yapilan bir ¢alismada testiste iiretilen TESMIN proteinin interaktomunu
belirlemek i¢in bu proteini TurbolD ve BiolD2 ile birlikte iireten transgenik fare modelleri
gelistirilmistir (Oura, Ninomiya, Sugihara, Matzuk, & Ikawa, 2022). Proteom ve interaktom
caligmalarinda kullanilmak tizere TurbolID enziminin kullanildig1 yeni bir Zebrafish modeli
gelistirilmistir. TurboID enzimi ve GFP baglayict nanobody olan dGBP ile fiizyon
olusturulmus ve bu fiizyonu ifade eden transgenik bir Zebrafish hatt1 olusturulmustur.
Boylece GFP ile etiketlenen ilgilenilen proteinin TurboIlD-dGBP flizyonu ile etkilesime
girdigi ve TurbolD enziminin ilgilenilen proteini biyotinle ettigi bir sistem gelistirilmistir.

(Xiong, Lo, McMahon, Parton, & Hall, 2021).

Biyotin kullanilarak gerceklestirilen yakinlik tabanli isaretleme yonteminin kullanim alani
oldukga ¢esitlidir ve her gegen giin bu ¢esitlilige bir yenisi eklenmektedir. Caligmalar
genellikle okaryotik sistemlere odaklanmis durumdadir. Sunulan bu tez kapsaminda
yaptigimiz bu ¢aligmayla biyolojik biyotinilasyon yaklagiminin prokaryot sistemlerde de

uygulanabilirligini gostermis olduk.
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2. AMAC

Hiicrelerin bulundugu ortam ile temas ettigi, sicaklik ve pH gibi ¢evresel faktorlerdeki
degisikleri algiladig1 ve bunlara kars1 yanit olusturdugu hiicre kompartimani membranlaridir.
Hiicreler besin alim1, madde-giris ¢ikisi, komsu hiicrelerle iletisimi saglamak gibi ¢ok ¢esitli
aktivitelerini membranlari araciligiyla yaparlar. Tiim bu olaylarda membranlarinda lokalize

olmus proteinler rol alir.

Bakterilerin membranlarinda integral ve periferal yerlesime sahip proteinler bulunur. Bu
proteinler hiicrenin iskelet sistemini desteklemekten besin aliminin diizenlenmesine ve hatta
antibiyotik gibi ajanlara kars1 savunma mekanizmasi olusturulmasina kadar bir¢ok

mekanizmada rol alirlar.

Bakterilerin gelistirdigi antibiyotik direnci giiniimiizde oldukga biiyiik bir problem haline
gelmistir. Gelistirilen antibiyotiklere kars1 bakterilerin diren¢ kazanmasi bakteri kaynakli
hastaliklarla miicadele ederken karsilagilan en 6nemli zorluktur. Bu problemin iistesinden
gelebilmek, bakterileri daha iyi tantyabilmek ve biyoteknolojik ¢alismalarda bakterileri daha
verimli sekilde kullanabilmek icin bakterilerin membran proteinlerinin ve bu proteinler ait

karakteristik ozelliklerin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir.

Bakterilerin membran proteinlerini izole etmek ve tanimlamak icin cesitli yontemler
gelistirilmistir ancak membran proteinlerinin hidrofobik yapilari, diisiik ¢oziiniirliikleri,
icerisinde bulunduklar1 lipitlerin uzaklastirilmasinda yasanan zorluklar gibi sebeplerle
yapilan g¢alismalar yeterince verimli degildir. Son donemde yapilan membran proteini
calismalarinda yakinlik tabanli (proximitiy labelling) etiketleme yontemi kullanilmaktadir.
Bu yontemde izole edilmek istenen proteinlere biyotin etiketi eklenir ve biyotinin
streptavidin/avidin/neutrovidin gibi proteinlere olan gii¢lii afinitesi kullanilarak isaretlenen
proteinler izole edilir. Kimyasal biyotinilasyonun yami sira yonlendirilmis evrim
calismalariyla TurbolD enzimi gibi bir¢ok biyotin ligaz enzimi gelistirilmistir ve yakinlik
tabanl etiketleme i¢in kullanilmaktadir. Literatiirde, gelistirilen kimyasal ve enzimatik
biyotinilasyon  yOntemlerinin  bakteri membran proteinlerinin tanimlanmasinda
kullanildigina ve bu yontemler arasinda bir kiyaslama yapildigina dair herhangi bir ¢caligma

bulunmamaktadir.
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Caligmamizda literatiirde bulunan bakteriyel membran proteomunu tanimlamaya yonelik
metot eksikliginin giderilmesi ve kimyasal biyotinilasyon ile enzimatik biyotinilasyon
yontemlerinin karsilagtirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla model organizma olan E. coli K12
susu tercih edilmistir. Bakterilerin membran proteinleri kimyasal ve enzimatik olarak biyotin
ile etiketlendikten sonra streptavidin kapli manyetik boncuklar kullanarak zenginlestirilmis
ve zenginlestirilen proteinlerden triptik kesim ile peptitler elde edilmistir. Elde edilen
peptitler nLC-MS/MS analizine tabi tutularak membran proteinleri tanimlanmistir. Yapilan
bu calisma ile bakterilerin membran proteinlerinin tanimlanmasi i¢in yeni bir yaklagim
gelistirilmesi ve kimyasal biyotinilasyon ile enzimatik biyotinilasyonun kiyaslanmasi

hedeflenmistir.
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3. YONTEM

Bu Calisma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Proteomiks Laboratuvarinda Haziran

2023 — Nisan 2024 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

Bu calismay1 yiirtitiirken kullanilan kimyasallar ve kitlerin alindigi firma adi ve

¢Ozeltilerin igerikleri Tablo 3.1. ve 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.1.: Kullanilan kimyasallar ve kitler

Kullanilan kimyasallar, kitler ve Firma Ad1
enzimler

LB Broth agarli Condalab

LB Broth Condalab
Ampicillin Sigma

IPTG Sigma,

T-PER Liziz Tamponu Thermo Scientific
B-Per Liziz Tamponu Thermo Scientific
Bradford Reagent BioRad
Streptavidin kapli manyetik boncuk Thermo Scientific
Goat Anti-Mouse HRP BioRad
Streptavidin-HRP Thermo N100
BSA BioRad

Blotting Grade Blocker BioRad

Filtre kagidi BioRad
Nitroseliiloz membran BioRad

MgCl, Fluka Analytical
ATP SIGMA-ALDRICH
Biotin SIGMA-ALDRICH
EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin Thermo Scientific
Dithiothreitol (DTT) Bio-Rad
Prestained Protein Ladder Thermo Scientfic
Unstained Protein Ladder Thermo Scientific
ECL soliisyonu BioRad

100X Proteaz Inhibitorii Sigma
In-Solution  Tryptic  Digestion  and | Thermo Scientific
Guanidination Kit

Qubit Protein Assay Invitrogen
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Tablo 3.2: Kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri

Kullanilan Cozeltiler

Icerigi

6X protein yiikleme tamponu

62,5 mM Tris-HCI, %2 SDS, %20 Gliserol, %5
B-merkaptoetanol, %0,5 bromofenol mavisi

10X yiiriime tamponu

25Mm Tris-HCI, 192mM Glisin, %0.1 SDS

Transfer Tamponu

25 mM Tris-HCl, 192 mM Glisin, 1,3 mM SDS,
%20 Metanol

Fiksatif soliisyonu

%40 Metanol, %10 asetik asit, %50 distile su

Colloidal Commassie Mavisi boya
sollisyonu

757mM amonyum siilfat, 1.45mM Commassie
blue, %20 metanol, %10 ortofosforik asit

10X TBS ¢ozeltisi

25mM Tris-HCI, 150mM NaCl, pH 7.6

Ponceau S boyasi

1.5mM Ponceau S, %0,5 Asetik asit

2DE Rehidrayon Tamponu

8 M Ure, 50 mM DTT, %2 CHAPS, %0,2 Bio-
Lyte 3/10 amfolit, %0.002 Bromofenol mavisi

His-Tag Kolon Baglanma Tamponu

50mM imidazole, 20mM sodyum fosfat, 0,5M
NacCl, pH 7.4

His-Tag Kolon Eliisyon Tamponu

500mM imidazole, 20mM sodyum fosfat, 0,5M
NaCl, pH 7.4

Yikama Soliisyonu 1

IM KCl, 40mM Tris-HCI pH 8.0

Yikama Soliisyonu 2

0,1M Na2CO3

Yikama Soliisyonu 3

2M Ure, 10mM Tris-HCl
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3.1. TurboID Enziminin Uretilmesi

3.1.1.pET-21a-TurbolD Plazmitinin E. coli BL21 Hiicrelerine Transformasyonu

pET-21a-TurbolD plazmiti Alice Ting tarafindan 2021 yilinda laboratuvarimiza
hediye edilmistir ve laboratuvarimizin envanterinde bulunmaktadir. pET21a-TurbolD
plazmitinin haritast Sekil 3.1.’de verilmistir. Protein {iretimi yaptirmak icin plazmit
laboratuvarimizda var olan E. coli BL21 susunun elektro kompotent formuna
elektroporasyon yoluyla transforme edilmistir. Transformasyon basamaklar1 asagida

verilmistir.

Transformasyon Protokolii:

1) 50 ul’lik alikotlar halinde saklanan %10 gliserol igeren E. coli BL21 (DE3)
bakterisi iizerine 0,5 pl (10ng) pET-21a-TurbolD plazmiti eklendi ve
elektroporasyon kiivetine aktarildi.

2) Soguk kiivet, elektroporasyon cihazina (eppendorf, Electroporator 2510)
yerlestirildi ve 1780V akim verildi.

3) Elektropore edilen bakterilerin lizerine 300 pul SOB (Super Optimal Broth)
eklenerek 15 ml’lik falkona aktarildi.

4) Bakteriler 37°C’de 45 dk inkiibe edildi.

5) Inkiibasyon sonunda bakteriler 100 pg/ml ampisilin igeren LB agar besi yerine
10 pl olacak sekilde yayma ekim yontemiyle ekildi.

6) Petri kaplar1 gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
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Sekil 3.1: pET-21a-TurbolD plazmit haritas1 (https://www.addgene.org/107177/)

3.1.2. TurboID Uretimi

Transformasyon sonrasi ampisilin igeren LB agar petri kaplarinda biiyliyen
kolonilerden se¢im yapildi ve segilen koloni 100 pg/ml ampisilin iceren LB Broth besi
yerinde gece boyu 37°C’de ¢alkalayicida biiylimeye birakildi. Gece boyu tlireyen pET-21a-
TurboID plazmitini iceren bakterilerden protein iiretimi yapmak ic¢in asagidaki adimlar

izlendi.

1) 200 ml 100 pg/ml ampisilin iceren LB Broth besi yerine 6n kiiltiirden 1:100
oraninda ekim yapildi ve 37°C’de calkalayicida biiyiimeye birakildi.

2) Bakterilerin biiyime egrileri SHIMADZU UV-1208 cihazi ile OD degerleri
oOl¢iilerek takip edildi ve 600nm’de OD degeri 0,4 — 0,6 araligina geldiginde 0,1
mM IPTG eklenerek protein iiretimi uyarildi. Indiikleme yapilmadan 6nce
negatif kontrol olarak 10 ml bakteri ayr1 bir falkona alindi.

3) Bakteriler 3 saat boyunca 30°C sicaklikta ¢alkalayicili inkiibatorde inkiibe edildi.

4) Inkiibasyon sonunda bakteriler 50 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi ve 4.500
rpm’de 15 dk santrifiij edilerek besi yeri uzaklastirildi.

5) Bakteri pelleti 2 kere 50 ml PBS ile yikandi ve 4,500 rpm’de 15 dk santrifij
edilerek PBS uzaklastirildi.
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6) Bakteri pelleti safelock Eppendorf tiiplerine alind1 ve 300 pul T-PER liziz tamponu
ile ¢oziildi, icerisine proteaz inhibitorii eklendi ve buz lizerinde 30 dk inkiibe
edildi.

7) Tiiplerin igerisine 0,5 mm ve 0,2 mm ¢elik boncuklar (Next Advance, SSB02 —
SSBO05) eklendi ve Bullet Blender cihazinda (Next Advance) 8 gii¢, 4 dk ayarinda
4 kere mekanik patlatmaya maruz birakildi.

8) Liziz olan bakteriler 10,000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek boncuklar ve ¢oken
proteinler uzaklastirildi.

9) Siipernatant 15,000 rpm’de 15 dk daha santrifiij edilerek hiicre artiklari iyice
uzaklastirildi ve bakterilerden protein dziitleri elde edilmis oldu.

10) Coken proteinlerin (8. asamada elde edilen pellet) tizerine 50 pl 2DE rehidrasyon
tamponu eklenerek ¢oken bu proteinlerin ¢oziiniir hale gelmesi saglandi. 7, 8 ve

9. adimlar tekrarlandi.

3.1.3.Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Protein 6ziitlerinin protein konsantrasyonlart modifiye Bradford yontemi kullanilarak
ol¢iildii (Kruger, 2009). Bradford yonteminde kullanilan boya Coomassie Brillant Blue G-
250’dir ve proteinde bulunan arginin gibi bazik aminoasitlere baglandiginda rengi kirmizi-
kahverenginden maviye doniislir. Bu renk degisimi spektrofotometrik olarak oSl¢iiliir ve
nanodrop cihazina girilmis standartlar ile kiyaslanarak protein miktar1 belirlenir. Elde edilen
protein 6ziitlerinin konsantrasyonu nanodrop cihazi (Thermo Scientific, NANODROP 1000)
kullanilarak asagidaki protokole gore o6l¢iildii.

Bradford yontemi ile konsantrasyon 6l¢timii:

1) 20X konsantre Bradford boyasi1 dH20 ile 1X’e dilue edildi ve filtre edilerek
siselendi.

2)  Protein 6rnekleri dH>O ile 1:10 dilue edildi.

3) 980 pl 1X Bradford boyast 20 pl 2DE rehidrasyon tamponu ile karigtirildi.
Icerisine 1 pl dilue edilen protein &rnegi konuldu.

4) Hazirlanan protein-boya karisimi 525 nm’de nanodrop cihazinda en az 3 kere
Olctildii. Blank olarak 20 pl 2DE rehidrasyon tamponu konulmus ancak protein

ornegi konulmamis boya kullanildi.
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5) Elde edilen 3 degerin ortalamas: alinarak proteinlerin konsantrasyonlari
hesaplandi.
6) Proteinlerin kalitesinin ve konsantrasyon ol¢iimlerinin dogrulugu SDS-PAGE

analizi ile kontrol edildi.

3.1.4. Uretilen TurboID Enzimin SDS-PAGE Analizi ile Kontrolii

TurbolD enziminin {retilip {retilemediginin ve elde edilen protein o6ziitiiniin
kalitesinin kontrol edilmesi i¢in SDS-PAGE analizleri yapildi. Genel bir profil bakilacag:
icin ayrilma jelinin konsantrasyonu %12 (10 — 200 kDa) ve istiflenme jelinin konsantrasyonu
%4 olarak belirlenmistir. Hazirlanan jelin igerigi Tablo 3.3.’te verilmistir. Jel bilesenleri bir
falkonun igerisinde birlestirildikten sonra kasete yerlestirilen 1 mm bosluga sahip camlarin
arasina pipet yardimiyla dokiildi. Dokiilen jelin yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in iizerine 200
ul izopropanol eklendi. Ayrilma jeli polimerlestikten sonra izopropanol saf su ile yikanarak
uzaklastirildi ve istiflenme jeli dokiilerek tarak yerlestirildi. Istifleme jeli de polimerlestikten
sonra jel kullanima hazir hale geldi. Jelin saklanmasi gereken durumlarda 1slak bir pegeteye

sarilarak kilitli bir poset igerisinde +4°C’de 1 haftaya kadar saklandi.

Tablo 3.3: SDS-PAGE jel soliisyonlari igerikleri

%12’lik Ayiric Jel %4’liik Istifleme Jeli

Distile su 3,3 ml Distile su 3ml
1,5M Tris-HCI (pH 8.8) 2,5ml | 0,5M Tris-HCI (pH 6.8) 1,25 ml
%30 Akrilamid-Bis akrilamid | 4 ml %30 Akrilamid-Bis akrilamid | 670 pl
%10 SDS 100 ul | %10 SDS 50 pl
%10 APS 100 ul | %10 APS 50 pl
TEMED 5ul TEMED 5ul
TOTAL 10 ml TOTAL 5ml

Jele yiiklenecek drneklerden 20 pg alindi1 ve hacmi dH»0 ile 20 pl’ye tamamlandi. Uzerine
4 ul 6X yiikleme boyasi konuldu. Ornekler 95°C’de 5 dk denatiire edildi ve jele yiiklenmeye
hazir hale getirildi.

Hazirlanan jel tanka yerlestirildi ve tankin igerisine 1X yiiriitme tamponu konuldu. Ilk
kuyuya protein marker1 yiiklendi. Diger kuyulara sirasi ile 6rnekler yiiklendi. Jel 180V ta 1
saat yiirlitiildii. Yiriimesi biten jel fiksatif soliisyonunun icerisinde en az 30 dk olacak sekilde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda jel hazirlanan Coomassie Blue boyasinin icerisine alind
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ve gece boyu protein bantlarinin boyanmasi beklendi. Ertesi giin jel dH>O igerisine alinarak

fazla boyanin uzaklastirilarak jel izerinde sadece protein bantlarinin kalmasi saglandi. Jelin

gorlintiisiit VersaDoc (BioRad) cihaz1 ile ¢ekildi. Elde edilen goriintiiden protein

miktarlarinin ve kalitesinin tayini yapildi.

3.1.5. TurboID Enziminin Saflastirilmasi ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

E. coli BL21 (DE3) susunda iiretilen histidin etiketli TurboID enzimi, Ni-NTA kolonu

kullanilarak saflastirildi. Proteine ekli olan histidin etiketi kolonda bulunan nikele yiiksek

afinite ile baglandi. Kolona baglanmayan proteinler yikanarak uzaklastirildiktan sonra,

baglanan proteinlerin eliisyonu i¢in yiiksek konsantrasyonda imidazol iceren tampon ¢ozelti

kullanildi.

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

Saflastirma basamaklarina ait detaylar asagida verilmistir.

Protein 0ziitii baglanma tamponu ile 1:5 oraninda dilue edildi.

Ni-NTA kolon (GE Healthcare, HisTrap HP 1ml) 5 ml baglanma tamponu ile
sartlandi.

Protein 6ziitii kolondan gegirildi ve akan sivi igerisinde bulunan baglanmayan
proteinler toplandi.

Kolondan 5 ml baglanma tamponu gegirilerek yikama yapildi.

Kolona bagli olan TurboID enzimi 5 ml eliisyon tamponu ile kolondan koparildi.
Akan s1v1 500°er pl olacak sekilde 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine toplandi.

Elde edilen fraksiyonlardan 10’ar pl %12’lik SDS jelde yiiriitiilerek enzimin
geldigi fraksiyonlar belirlendi ve saflig1 kontrol edildi.

Enzimin geldigi fraksiyonlar (2 — 5) birlestirildi.

3.1.6.Saf TurboID Enziminin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

TurboID enzimi Tretilip saflastirildiktan sonra saf enzimin konsantrasyonunun

belirlenmesi icin farkli hacimlerde TurbolD enzimi, farkli konsantrasyonlardaki BSA

standartlariyla birlikte jelde yiiriitiildii. BSA standartlar1 2 mg/ml konsantrasyonundaki ana

stogun su ile seyreltilmesiyle elde edildi. izlenen yontemin detaylar1 asagida verilmistir.
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1)

2)

3)

4)

S)

Enzimin konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in birlestirilen fraksiyonlardan 0,5
ul, 1 pl ve 2 ul 6rnek 0,25 pg, 0,5 pg, 1 ug, 2 ug, 4 g BSA 6rnegi ile ayni jele
(%12 konsantrasyon) yiiklenerek yiirtitiildii.

Yiiriitiilen jel Coomassie Blue boyasi ile boyandiktan sonra VersaDoc (BioRad)
cihazi ile goriintiisti alindi.

Quantity One —4.6.7 program1 ile BSA ve TurboID bantlarinin yogunluklari mm?
cinsinden belirlendi ve BSA bantlarinin yogunluklari ile yiiklenen protein miktari
kullanilarak standart grafik olusturuldu.

Olusturulan standart grafigin denklemi kullanilarak saf TurboID enzim
bantlarinin yogunluklarinin denk gelecegi protein miktar1 belirlendi. Bu protein
miktarlar1 ve yiiklenen hacim kullanilarak TurboID enziminin konsantrasyonu
belirlendi.

Saflagtirilan ve konsantrasyonu belirlenen TurbolD enzimi 500’er pl

alikotlanarak %10 gliserol igeren tamponun igerisinde —80°C’de saklandi.

3.1.7.Saflastirillan TurbolD Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

TurbolD iiretilip saflastirildiktan sonra son asama olarak aktivitesinin kontrol edilmesi

icin Western Blot analizi yapildi. 20 ng HeLa protein oziitiiniin lizerine reaksiyon bilesenleri

son konsantrasyonlar1 0,05 mM biyotin, 5 mM MgCl2, 3 mM ATP ve lretilen enzim 1 pl

olacak sekilde eklendi. Reaksiyon toplam hacim 20 pl olacak sekilde DMEM igerisinde

kuruldu. Hazirlanan reaksiyon 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak 20 pg

HeLa protein 6ziitii kullanildi. Western Blot analizi i¢in kurulan reaksiyon, negatif kontrol

ve 1 pl enzim jele yiiklenmek iizere 6X yiikleme boyasiyla karigtirilarak hazirlandi.

Hazirlanan 6rnekler %12°lik jelde yiiriitiildii. Jeldeki proteinler yar1 kuru transfer metodu ile

nitroseliiloz membrana transfer edildi. Transfer isleminin basamaklar1 ayrintili olarak

asagida verilmistir.

Yari-kuru transfer protokolii:

)]
2)

3)

Filtre kagitlari, jel ve nitroseliiloz membran transfer tamponunun ile 1slatildi.
Transfer cihazinin (BioRad, Trans-Blot Turbo) c¢ekmecesine sirasiyla filtre
kagidi, membran, jel ve tekrar filtre kagid1 yerlestirildi.

Cekmece cihaza yerlestirildi ve 30 dk boyunca 25V akim verilerek jeldeki

proteinlerin membrana ge¢cmesi saglandi.
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4) Transfer isleminin oldugunu kontrol etmek i¢in membran Ponceau S boyasi ile
boyandi.
5) Protein bantlar1 gézlemlendikten sonra membran dH»>O ile yikanarak boyanin

uzaklasmasi saglandi.

Transfer isleminden sonra membran %35 lik siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat bloklandi.
Inkiibasyon sonunda membran 3 kere 5 dk 1X TBS-T soliisyonu ile yikand, iizerine 1:4000
streptavidin-HRP konuldu ve +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah membran 4 kere
10 dk 1X TBS-T ile yikand1 ve baglanmayan streptavidin uzaklastirildi. Yikamalarin
sonunda membran iizerine 1:1 oraninda karistirilan ECL soliisyonu konuldu ve X-ray film

lizerine goriintii alindu.

3.2. E. coli K12 Bakterisinin Biiyiitiilmesi ve Biyotinlenmesi

Biyotinilasyon deneylerinin yapilmasi i¢in model organizma olarak E. coli K12
bakterisi tercih edildi. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. %60 gliserol
icerisinde —80°C’de saklanan bakterilerden Sml LB Broth besi yerine ekim yapildi ve gece
boyu ¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de inkiibe edildi. Bakterilerde herhangi bir antibiyotik
direnci olusturacak plazmit bulunmadigindan besi yerinin icerisine antibiyotik eklenmedi.
Ertesi sabah on kiiltiire alinan bakterilerden, 3 adet 100 ml LB Broth besi yerine 1:100
oraninda ekim yapildi. Bakterilerin ODgoo degeri 0,7 oldugunda bakteriler santrifiij ile
toplandi. Her bir erlen 50°ser ml’lik iki falkona boliindii. Falkonlardan birisi kimyasal
biyotinilasyon birisi de enzimatik biyotinilasyon i¢in kullanildi. Biyotinilasyon reaksiyonlari
kurulmadan once bakteri pelletleri soguk PBS ile 3’er kere yikandi ve pelletler 1,5 ml’lik

santrifiij tiiplerine aktarildu.

3.2.1.Enzimatik Biyotinilasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

Bakteri pelletlerinin iizerine 100 pl TurbolD enzimi ve 10’ar pl 50 mM biyotin, 500
mM MgClz, 300 mM ATP eklendi. Pellet yavasca reaksiyonun igerisinde siispanse edildi ve
37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda 15 dakikada bir steril bir pipet ucu
yardimi ile yavasca karistirldi. Inkiibasyon sonunda bakteriler +4°C’de 400 x g’de 10 dk

santrifiij edildi ve reaksiyon uzaklastirildi. Pellet 3 kere 1 ml soguk PBS ile siispanse edilip
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santrifiij edilerek bakteriler yikandi. Bakteri pelleti liziz islemine kadar buz igerisinde

bekletildi.

3.2.2.Kimyasal Biyotinilasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

Kimyasal biyotinilasyon islemi ThermoScientific marka Sulfo-NHS-LC-Biotin kiti
kullanilarak gergeklestirildi. Kitin tavsiye ettigi yontem ¢alismamiza uyarlandi. Reaksiyonu
kurmadan 6nce reaktifin oda sicakligina gelmesi beklendi. Isinan reaktiften 1,2 mg tartildi
ve 150 pl PBS ile ¢oziildii. Kimyasal reaksiyon uygulanacak bakteri pelletlerinin iizerine
50’ser ul olacak sekilde c¢oziilen reaktiften eklendi ve reaksiyon hacmi PBS ile 1 ml’ye
tamamlandi. Reaksiyon 37°C’de 10 dakikada gergeklestirildi. Inkiibasyon sonunda
enzimatik biyotinilasyonda oldugu gibi reaksiyon santrifiij ile uzaklastirildi ve pellet PBS

ile 3 kere yikand1. Bakteri pelleti liziz igslemine kadar buz icerisinde bekletildi.

3.2.3.Biyotinile Edilmemis Bakterilerin Hazirlanmasi

E. coli K12 bakterisi yukarida anlatildig1 gibi 6n kiiltiire alind1 ve 3 tane 50 ml LB
Broth besi yerine ekim yapildi. ODgoo degeri 0,7’ ye geldiginde bakteriler santrifiij edilerek
besi yerleri uzaklastirildi. PBS ile 3 kere yikanan bakteri pelleti liziz islemine kadar buz

uzerinde bekletildi.

3.3. Biyotinile Edilen Bakterilerin ve Biyotinile Edilmemis Bakterilerin Protein

Oziitlerinin Elde Edilmesi

Biyotinile edilen bakterilerden hiicre 6ziitii elde etmek icin pelletlerin tizerine 300 pl
2DE rehidrasyon tamponu ve son konsantrasyonu 1X olacak sekilde proteaz inhibitorii
konuldu. Hiicre siispansiyonu buz iizerinde 30 dk bekletildi. Hiicre slispansiyonu igerisine
0,2 mm ve 0,5 mm ¢elik boncuklar konuldu ve Bullet Blender cihazi ile 4 tur ¢alistirilarak
bakteriler liziz ugratildi. 2. turdan sonra tiipler sivi azota daldirilarak hizli bir sekilde
donduruldu. Lizize ugrayan hiicreler 10,000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant
alinarak tekrar 15,000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi ve hiicre atiklar1 uzaklastirilarak protein
oziitleri elde edildi. Protein miktarlar1 Bradford analizi ile o6l¢iildii ve 20 pg protein

kullanilarak %12’lik jel ile SDS-PAGE analizi ile yapildu.
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3.4. Biyotinilasyonun Western Blot Analizi ile Kontrol Edilmesi

Proteinlerin konsantrasyonu belirlendikten sonra biyotinilasyon reaksiyonlarinin
gergeklestiginin gosterilmesi igin Western Blot analizi yapildi. Her bir 6rnekten 20 pg
protein ve dnceden renklendirilmis protein marker1 %12’°lik SDS jele yiiklendi. Ayrica daha
onceden hazirlanmig olan biyotinile edilmemis E. coli protein 6ziitii de jele yiiklendi.
180V’ta 1 saat yiiriitiilen jel nitroselilloz membrana transfer edildi. Transfer sonrasinda
membran oda sicakliginda 1 saat %5°lik siit tozu ile bloklandi ve 1 saat 1:5000 Streptavidin-
HRP ile muamele edildi. 1X TBS-T ile 4 defa 10’ar dakika yikanan membranin goriintiisii

alindi.

3.5. Biyotinile Proteinlerin Zenginlestirilmesi

Western Blot analizi ile biyotinilasyonun gerceklestigi gosterildikten sonra protein
Oziitiniin icinden biyotinile olan proteinler streptavidin kapli manyetik boncuklar
kullanilarak ¢ekildi. Zenginlestirme yonteminin basamaklari asagida verildigi gibidir. Sekil

3.2.’de zenginlestirme asamasinin sematik ¢izimi gosterilmistir.

Zenginlestirme protokolii:

1) Tiplere 100’er pl streptavidin kapli manyetik boncuk konuldu ve tiipler manyetik
standa (Thermo Scientific, DynaMag-2, 12321D) takilarak boncuklarin
igerisinde bulundugu sividan ayrilmasi saglandi ve boncuksuz sivi kisim
uzaklagtirildi.

2) Boncuklarin iizerine 1 ml PBS konuldu ve oda sicakliginda rototorda (WiseMix
RT-10) 30 dk dondiiriilerek boncuklar yikandi. Bu islem 2 kez daha tekrar edildi.

3) Boncuklarin iizerine 1 mg protein 6ziitii konuldu ve total hacim PBS ile 200 pl’ye
tamamlandi. Proteinler 8 kattan fazla seyreltilmis oldu ve bdylece proteinlerin
igerisinde bulundugu 2DE rehidrasyon tamponu baglanmay1 engellememis oldu.

4) Tiipler rototora tekrar konuldu ve +4°C’de gece boyu dondiiriilerek biyotinile
proteinlerin boncuklara baglanmasi saglandi.

5) Ertesi sabah tiipler manyetik standa takildi ve baglanmayan proteinler
uzaklastirildi.

6) Boncuklar oda sicakliginda yikandi. Yikama basamaklar1 asagida verildigi
gibidir.
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e 2kez 500 pl B-PER tamponu - 30 dk

e 2kez 1 ml Yikama Sol. 1 - 30dk

e 2kez 1 ml Yikama Sol. 2 - 30dk

e 2kez 1 ml Yikama Sol. 3 - 30 dk

e 3kez 1 mlPBS-30dk

e 2kez 300 ul 50 mM Amonyum bikarbonat - 30 dk

PBS yikamasi agsamasinda boncuklarin 1/10’u western blot analizi i¢in ayrildi.

2 9]
QX& % ‘ ‘
Protein Streptavidin
ozt kal’“ﬂ\

manyetik
% Ly

®
= boncuk
.v |
Manyetik
boncuklara bagl

biyotinile proteinler

Sekil 3.2: Biyotinile proteinlerin zenginlestirilmesinin sematik gosterimi

3.6. Zengislestirmenin Western Blot Analizi ile Kontrol Edilmesi

Zenginlestirme sonrasi ayrilan boncuklarin (~5,5 pg protein) ilizerine 6X yiikleme
boyasi eklendi ve 5 dk kaynatildi. Baglanmayan protein drneklerinden de 1,1 pl 6rnek (~5,5
ug protein) jele yiiklemek iizere ayni sekilde hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler %12’lik jele
yiiklendi. Jelde yiiriiyen proteinler nitroseliilloz membrana aktarildi. Membran %5 siit tozu
ile oda sicakliginda 1 saat bloklandi. inkiibasyon sonunda membran 3 kez 5 dk 1X TBS-T
soliisyonu ile yikand1 ve +4°C’de gece boyu 1:5000 Streptavidin-HRP ile muamele edildi.
Membran 4 kere 10 dk 1X TBS-T ile yikandi. Yikamalarin sonunda membran iizerine ECL

sollisyonu konuldu ve goriintii alind1.
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3.7. Zenginlestirilen Proteinlerin ve Zenginlestirilmemis Bakteri Oziitlerinin

Triptik Kesimi

Elde edilen protein Oziitlerindeki biyotinile proteinler streptavidin kapli manyetik
boncuklar ile zenginlestirildikten sonra nLC-MS/MS analizinin gerceklestirilebilmesi i¢in
peptitlerine pargalandi. Bu amagla manyetik boncuklarin iizerine baglanan biyotinile
proteinler boncuk iizerinde kesim yoOntemine gore, zenginlestirilmemis bakteri 0ziitl
ornekleri ise soliisyon iginde kesim ydntemine gore tripsin enzimi ile kesime ugratildi. Iki

yonteminde ayrintilar1 agsagida verilmistir.

3.7.1.Boncuk Uzerinde Triptik Kesim

Biyotinile olan proteinler manyetik boncuklara bagli halde bulunuyorlardi. Eliisyon
sirasinda olusabilecek; proteinlerin tam olarak elde edilememe ihtimali, kullanilacak SDS’in
nLC-MS/MS analizlerini etkilemesi gibi problemleri yagamamak i¢in proteinler boncuk

tizerine bagl iken kesim yapildi.

Kullanilan Y ontem:

1) Boncuklar yikandiktan sonra igerisinde bulunduklari 50 mM Amonyum bikarbonat
soliisyonu uzaklastirild1 ve tizerlerine tekrar 50 pl 50 mM Amonyum bikarbonat
konuldu.

2) Uzerine 3 pl 100 mM DTT eklendi ve 95°C’de 5 dk inkiibe edildi.

3) Ornekler soguyunca iizerine 6 ul 10mM IAA eklendi ve karanlikta 20 dk inkiibe
edildi.

4) Inkiibasyon sonunda kesime hazir hale gelen proteinlerin {izerine 400 ng tripsin
enzimi konuldu, 37°C’de 1 saat inkiibe edildi ve tekrar {izerine 500 ng tripsin enzimi
konuldu ve kesim 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

5) Ertesi giin kesim temiz bir Ependorf tiipe aktarildi.

6) Boncuklarin iizerine sirasiyla 50 pl 50 mM Amonyum bikarbonat ve 40 ul NaCl
konularak yikama islemi gergeklestirildi. Yikamalar kesimin iizerine aktarildi.

7) 60°C’de vakum konsantratorde (eppendorf, Concentrator plus) peptitler toz hale
getirildi.

8) Peptitlerin tlizerine 30 pl %0,1 FA konuldu ve 15 dk sonik banyoya konularak

¢Ozildii.
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9) Coziilmeyen peptitleri ve olasi kirlilikleri uzaklastirmak i¢in 5.000 xg’de S5dk

santrifiij yapildi, siipernatant alindi.

3.7.2.Soliisyon i¢i Triptik Kesim

Negatif kontrollerden kesim igin 55 pg protein kullanildi. Kesim i¢in Thermo
Scientific In solution kesim yontemi uygulandi. Uygulanan yontem ayrintili olarak asagida

verilmigtir.

Kullanilan Y ontem:

1) Proteinlerin hacmi 50 mM Amonyum bikarbonat ile 25 pl’ye tamamlandi.

2) Uzerlerine 1,5 ul 100 mM DTT eklendi. 95°C de 5 dk inkiibe edildi.

3) Soguyunca iizerine 3 pl TAA koyuldu ve 20 dk karanlikta inkiibe edildi.

4) Inkiibasyon sonunda kesime hazir hale gelen proteinlerin {izerine 400 ng tripsin
enzimi konuldu. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi ve tekrar {izerine 500 ng tripsin enzimi
konuldu ve kesim 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

5) Ertesi sabah 60°C’de vakum konsantratdrde peptitler kurutuldu.

6) Peptitlerin tizerine 30 pl %0,1 FA konuldu ve 15 dk sonik banyoya konularak
¢oOziildii.

7) Coziilmeyen peptitleri ve olast kirlilikleri uzaklagtirmak i¢in 5.000 xg’de S5dk

santrifiij yapildi, slipernatant alindu.

3.8. Peptitlerin Konsantrasyonunun Olgiimii

Biyotinile edilen peptitlerin nLC-MS/MS analizi esit hacimde peptit kullanilarak
yapildi. Ancak zenginlestirilmemis bakteri 6ziitii esit hacimde verilirse ¢ok yogun olacagi
ve analizleri yaniltacagi i¢in zenginlestirilmemis bakteri 6ziitlinden 250 ng peptit verildi.
Konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in zenginlestirilmemis bakteri 6ziitli 6rneklerinin Qubit

cihazi ile konsantrasyon 6l¢iimii yapildi. Quibit 6l¢iim protokolii asagida verilmistir.

1) Calisma soliisyonu i¢in 6rnek bagina 199 ul tampon ve 1 pl reaktif konularak
karigim hazirlandi.

2)  Bukarisim 199 pul olacak sekilde Qubit tiiplerine dagitildi.
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3) Calisma soliisyonunun iizerine lul protein 6rneginden konuldu ve yavasca
karigtirildi.

4) 15 dk karanlikta inkiibasyon yapildi.

5) Tiipler Qubit Fluorometer cihazina (Quibit 4 Fluorometer) konuldu ve protein

6l¢iim programi secilerek peptitlerin konsantrasyonu belirlendi.

3.9. nLC-MS/MS Analizleri

Peptitler, Q-Exactive kiitle spektrometresine (Thermo Scientific, ABD) bagli Ultimate
3000 RSLC nano sistemi (Dionex, Thermo Scientific, CA, ABD) kullanilarak nLC-MS/MS
sistemi ile her bir 6rnek 3 tekrarli olacak sekilde analiz edildi. Tiim sistem Xcalibur 4.0
yazilimi (Thermo Fisher Scientific, CA, ABD) araciligiyla kontrol edildi. A (%0,1 FA) ve B
(%80 Asetonitril + %0,1 Formik Asit) mobil fazlar1 kullanilarak yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) ayrimi1 yapildi. Kesilmis peptitler, bir tuzak (trap) kolonu iizerinden
gecirilerek konsantre edildi ve tuzlardan arindirildi. Daha sonra peptidler Acclaim PepMap
RSLC C18 analitik kolonuna (75 um x 15 cm x 2 um, 100 A ¢ap, Thermo Scientific, CA,
ABD) aktarilarak kromatografik ayrilma islemine tabi tutuldu. Bu siirecte kullanilan ayirma
gradyani Sekil 3.3 te verilmistir. Toplam 120 dakikalik ¢aligma siiresinde 300 pl/dakika akis

hiziyla analizler gergeklestirildi.

100 -
75

50—

%B

25+

0

| | | 1 1 1 1 1 | | | 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Zaman (dakika)

Sekil 3.3: nHPLC analizi sirasinda kullanilan ayirma gradyani

Tam tarama MS1 spektrumlar asagidaki parametrelerle elde edildi: ¢oziiniirliik 70,000,
tarama araligr 400-2000 m/z, hedef otomatik kazan¢ kontrolii (AGC) 3xE6, maksimum

enjeksiyon siiresi 60 ms, piiskiirtme voltaji1 2.3 kV. MS/MS analizi, ilk on 6ncii iyonun
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secilmesiyle veriye bagli edinim yoluyla gerceklestirilmistir. Asagidaki parametrelerle
carpigsma kaynakli ayrigmadan (yliksek enerjili carpigsmali ayrisma (higher-energy collisional
dissociation- HCD)) olusan MS2 analizi; ¢Oziiniirlik 17,500, AGC 1E6; maksimum
enjeksiyon siiresi 100 ms, izolasyon penceresi 2,0 m/z normallestirildi ve ¢carpisma enerjisi
(NCE) 27 olacak sekilde gergeklestirildi. Cihaz, her analizden 6nce standart bir pozitif
kalibrator ile (LTQ Velos ESI Positive Ion Calibration Solution, Pierce, ABD) kalibre edildi.

3.10. nLC-MS/MS Veri Analizi ve Biyoinformatik Analizler

Ham verilerin analizi ve protein tanimlamasi i¢in Proteom Discoverer 2.5 yazilimi
(Thermo Scientific, ABD) kullanildi. Analizler sirasinda parametreler peptit kiitle toleransi
10 ppm, MS/MS kiitle toleransi 0.2 Da, kiitle dogrulugu 2 ppm, minimum peptit uzunlugu 6
amino asit, sabit degisiklikler sistein karbamidometilasyonu, kararsiz degisiklikler metionin
oksidasyonu ve asparajin deaminasyonu olacak sekilde ayarlandi. Her protein igin
tanimlanan minimum 6zgiin peptit sayisi 1 olarak alindi. Enzimatik biyotinilasyon, kimyasal
biyotinilasyon ve biyotinile edilmemis bakteri protein Oziitinden elde edilen
kromatogramlar kendi iglerinde kiyaslanarak yapilan deneylerin tekrar edilebilirligi
degerlendirildi.

Elde edilen kromatogramlar UniProt ve Gene Ontology (GO) veri tabanlarindan elde edilen
proteom verilerine karsi tarandi. E. coli K12’ye ait UP000000625 ID numarali proteom
UniProt veri bankasindan FASTA formatinda elde edildi. Ayn1 zamanda GO veri tabanindan
E. coli’ye ait, 6zel olarak membran ve onunla ilgili olabilecek proteomlar elde edildi. GO
veri tabanindan indirilerek bir araya getirilen proteomlar sunlardir: GO:0016020 (membran),
GO0O:0005886 (plasma membrane), GO:0009279 (cell outer membrane), GO:0042597
(periplasmic space) ve GO:0005615 (extracellular space). Proteom Discoverer programinda
once tiim proteom kullanilarak daha sonra membrana ait olan proteom kullanilarak analiz
yapildi. Yapilan analizler birbirleriyle kiyaslandi. PSORTb 3.0.3 programi kullanilarak,
yapilan analizlerle bulunamamis ancak membran proteini olma ihtimali yiiksek olan
proteinler de tarandi.

Elde edilen proteinlerin  Venn  semalar1 ve  grafikleri VENNY 2.1

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) ve GraphPad Prism 8.0.1 programlar

kullanilarak diizenlendi.
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4. BULGULAR

4.1. TurbolID Enziminin Uretilmesi

pET-21a-TurbolD plazmiti E. coli BL21 (DE3) bakterisi icerisine transforme edildi.
Bakteriler IPTG ile uyarilarak protein iiretimi indiiklendi. TurboID enzimi igerdigi
diistiniilen bakteriler kimyasal ve fiziksel olarak lizize ugratildi ve protein 6ziitii elde edildi.
Protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile o6l¢iildiikten sonra TurbolD enziminin
tiretiminin olup olmadig1 SDS-PAGE analizi ile kontrol edildi. Kiyaslama yapabilmek i¢in
jele IPTG ile uyarilmayan bakterilerden elde edilen protein 0ziitii negatif kontrol olarak
yiikklendi. Ayn1 zamanda protein iiretiminin gergeklesip ¢okmesi durumunu da kontrol
edebilmek i¢in 2DE ile patlatilan protein oziitii de jele yiiklendi. Jel Coomassie Blue ile

boyandi, goriintiisti alind1 ve TurbolID enziminin (~35kDa) tiretildigi gosterildi (Sekil 4.1.).

116.0 --

l.""lt : ;'

i TmmIe

Sekil 4.1: TurboID iiretimi yaptirilan bakterilerden elde edilen protein oziitlerinin SDS-
PAGE jel goriintiisii. (Yiikleme sirasi: 1- Protein marker1, 2- Negatif Kontrol, 3- T-PER
tamponu ile hazirlanmig bakteri lizatindan elde edilen protein 6ziitl, 4- 2DE rehidrasyon
tamponu ile hazirlanmis bakteri lizatindan elde edilen protein 6ziitii).
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4.2. Uretilen TurboID Enziminin Saflastiriimasi

E. coli BL21 (DE3) bakteri protein 6ziitlinden saf TurboID enziminin elde edilmesi
icin ¢Ozliniir haldeki proteinleri igeren T-PER ile elde edilmis protein lizati kullanildi.
Uretilen enzimin C-ucunda histidin etiketi oldugu igin saflastirma islemi HisTrap kolon ile
gerceklestirildi. Saflagtirma sonucunda elde edilen fraksiyonlardan 10’ar ul %12’lik jelde
yiriitiilerek saflagtirma islemi kontrol edildi. Saflagtirma islemi sonunda elde edilen
fraksiyonlarda TurbolID enziminin yiiksek saflikta elde edildigi gozlemlendi. Fraksiyonlara

ait jel gortintiisii Sekil 4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.2: TurboID saflastirma islemi sirasinda toplanan fraksiyonlariin SDS-PAGE

analizi. (Yiikleme sirasi: 1-Protein markeri, 2- Baglanmayan fraksiyon, 3- Fraksiyon 1, 4-

Fraksiyon 2, 5- Fraksiyon 3, 6- Fraksiyon 4, 7- Fraksiyon 5).

Saflagtirma isleminden sonra 2 — 5 aras1 fraksiyonlar birlestirildi ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢cin BSA standartlariyla birlikte %12°lik jele yiiklenerek yiiriitiiliip Coomassie
Blue boyasi ile boyandi. BSA standartlarindan bir grafik olusturuldu ve grafigin denklemi
kullanilarak TurboID enziminin konsantrasyonu hesaplandi. Konsantrasyon analizine ait jel
gorlintiisii Sekil 4.3.te ve BSA bantlarindan elde edilen standart grafik sekil 4.4’te

verilmistir.
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Sekil 4.3: Saflastirilmis TurbolID enziminin konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilmig
olan jelin goriintiisti. (Yikleme sirast: 1- Protein markeri, 2- 0,25 pg BSA, 3- 0,5 pg BSA,
4- 1 pg BSA, 5- 2 ng BSA, 6- 4 ug BSA, 7- 0,5 pl TurboID, 8- 1 ul TurbolD, 9- 2 ul
TurbolD).
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Sekil 4.4: BSA konsantrasyon grafigi

TurboID bantlarinin kalinliklart mm? cinsinden sirastyla 173569,3052 - 327052,2197 ve
583629,6974 olarak bulundu. Bu degerler elde edilen grafik denkleminde x bilinmeyeninin
yerine yazildiginda TurboID enziminin bantlarinin konsantrasyonlarina ulasildi. Bu degerler
1 pl hacme gore hesaplandi ve ortalamalart alindiginda iretilen TurbolD enziminin

konsantrasyonunun 1,93 pg/ul oldugu belirlendi.
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4.3. Saflastirilan TurbolD Enziminin Aktivitesinin Kontrolii

Uretilen TurbolID enziminin aktif bir sekilde calisip biyotinilasyon yaptigi HeLa
protein Oziitii iizerinde denendi. Jele negatif kontrol olarak biyotinile edilmemis HeLa
protein Oziitii ve TurbolD enziminin kendisi yiiklendi. Negatif kontrolde dogal
biyotinilasyondan kaynakli ¢ok diisiik miktarda biyotinile olmus protein goézlenirken
biyotinilasyon reaksiyonunda yiiksek oranda biyotinile olmus protein gézlemlendi. Yapilan

Western Blot analizinden alinan 10 saniyelik goriintii Sekil 4.5.’te verilmistir.

Sekil 4.5: TurbolD enzim aktivitesinin Western Blot ile gosterilmesi. 1- Biyotinile
edilmemis protein 6ziitli (Negatif kontol), 2- Biyotinile edilmis protein 6ziitii, 3- Oto
biyotinilasyona ugramis saf TurbolD enzimine ait protein bandi.

4.4. Biyotinile Protein Oziitlerinin SDS-PAGE Analizi

E. coli K12 membran proteinleri enzimatik ve kimyasal yolla biyotinile edildikten
sonra 2DE rehidrasyon tamponu ile lizize ugratilip protein dziitleri elde edildi. Ayn1 zamanda
biyotinile edilmeyen bakterilerden de protein 6ziitii elde edildi. Elde edilen proteinlerin
konsantrasyonu o6l¢iildiikten sonra SDS-PAGE analizi ile kalite kontrolii yapildi. %12’lik

jelde yiiriitiilen proteinlerin jel goriintiisii Sekil 4.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.6: Biyotinilasyon sonrasi elde eldilen protein dziitlerinin SDS-PAGE goriintiisii.
Yiikleme Sirasi: 1- Protein marker1, 2- Enzimatik biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein
oziti 1, 3- Enzimatik biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein 6ziitii 2, 4- Enzimatik
biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein 6ziitii 3, 5- Kimyasal biyotinilasyon sonrasi elde
edilmis protein 6ziitii 1, 6- Kimyasal biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein 6ziitii 2, 7-
Kimyasal biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein Oziitii 3, 8- Biyotinile edilmemis
protein 0ziitii 1, 9- Biyotinile edilmemis protein 6ziitii 2, 10- Biyotinile edilmemis protein
oziiti 3.

4.5. Biyotinilasyon reaksiyonunun gerceklestiginin Western Blot Analizi ile

Gosterilmesi

Miktarlar1 belirlenen ve kalitesi uygun olan proteinlerde enzimatik ve kimyasal
biyotinilasyon reaksiyonlarinin gergeklesip gerceklesmedigini belirlemek amaciyla Western
Blot analizi yapildi. %12’lik jele 20 pg olarak yiiklenen biyotinile proteinlerin yanina negatif
kontrol olarak 20 pg E. coli protein 6ziitii yiiklendi. Membrana aktarilan proteinler 1:5000
oraninda Streptavidin-HRP ile inkiibe edildi. Membranin ECL ile muamele edilmesinden
sonra alman 3 sn’lik goriintii Sekil 4.7.’de verilmistir. Biyotinilasyon yapilan 6rneklerde
yogun bir biyotinilasyon gozlenirken, negatif kontrolde sadece bakteride gerceklesen dogal

biyotinilasyondan kaynakli bantlar gézlenmistir.
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Sekil 4.7: Biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein oziitlerine ait Western Blot goriintiisi.
Yiikleme Sirasi: 1- Protein marker1, 2- Enzimatik biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein
oziitii 1, 3- Enzimatik biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein oziitii 2, 4- Enzimatik
biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein 6ziitii 3, 5- Kimyasal biyotinilasyon sonrasi elde
edilmis protein 6ziitii 1, 6- Kimyasal biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein 6ziitii 2, 7-
Kimyasal biyotinilasyon sonrasi elde edilmis protein 6ziitii 3, 8- Negatif kontrol.

4.6. Zenginlestirme Sonras1 Western Blot Analizi

Zenginlestirme sonrasinda biyotinile proteinlerin, protein dziitiinden ayrilabildigi ve
streptavidin kapli manyetik boncuklara baglandigin1 dogrulamak amaciyla Western Blot
analizi yapildi. %12’lik 2 jele baglanmayan proteinler ve baglanmanin gergeklestigi
boncuklarin 1/10’u yiiklendi, transfer sonrast membran 1:5000 Streptavidin-HRP ile
muamele edildi. Baglanmayan proteinlerin yiliklendigi membrandan 10 sn, boncuklarin

yiiklendigi membrandan 3 sn goriintii alind1 (Sekil 4.8.).

A.

2 3 4 S 6 7

Sekil 4.8: Zenginlestirme sonras1t Western Blot goriintiisii. A. Baglanmayan proteinler, B.
Boncuklar. (Yiikleme sirasi: 1- Protein markeri, 2- Enzimatik biyotinilasyon sonrasi
zenginlestirilmis proteinler 1, 3- Enzimatik biyotinilasyon sonrasi zenginlestirilmis
proteinler 2, 4- Enzimatik biyotinilasyon sonrasi zenginlestirilmis proteinler 3, 5- Kimyasal
biyotinilasyon sonrasi zenginlestirilmis proteinler 1, 6- Kimyasal biyotinilasyon sonrasi
zenginlestirilmis proteinler 2, 7- Kimyasal biyotinilasyon sonras1 zenginlestirilmis proteinler
3.
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4.7. nLC-MS/MS Analiz Sonuclar

Biyotinilasyon reaksiyonlarindan sonra zenginlestirilen proteinlerin ve biyotinile
edilmemis bakterilerin protein 6ziitlerinin kesilmesiyle elde edilen peptitlerin nLC-MS/MS
analizleri 3 tekrarli olarak yapildi. Proteom Discoverer programinda yapilan analizler
birbirleriyle kiyaslandi ve yapilan deneylerin tekrarlanabilir olup olmadig1 kontrol edildi
(Sekil 4.9.). Her bir grubun grafiklerinin kendi i¢lerinde olduk¢a uyumlu oldugu ve yapilan

her bir gruba ait biyotinilasyon deneyinde ayni1 proteinlerin tanimlandig1 gézlemlendi.

Sekil 4.9: Yapilan deneylerin tekrarlanabilirligini gosteren Venn semasi.

Proteom Discoverer programinda E. coli’ye ait tim proteomu kullanarak yapilan analizden
elde edilen proteinler, GO veri bankasindan olusturulan membrana ait proteinleri igeren
proteomla kiyaslanarak {ic grupta da var olan membran proteinleri belirlendi. Ayrica
membran proteini olarak belirlenemeyen diger proteinler PSORTb 3.0.3 programi
kullanilarak analiz edildi ve membran proteini olma ihtimali bulunan proteinler belirlendi.
Sonug olarak biyotinile edilmemis bakteri protein 6ziitlinde 419, enzimatik biyotinilasyon
yapilan grupta 463 ve kimyasal biyotinilasyon yapilan grupta 582 adet membran ile iliskili
protein tanimlandi. Membran ile iliskili oldugu gosterilen proteinler Venn semasina

konularak gruplar arasinda elde edilen proteinlerin benzerlikleri belirlendi. Toplam 1.464
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proteinden 330 tanesinin {i¢ grupta da ortak bulundugu belirlendi. Bulunan membran protein

sayisinin gruplara gore grafigi ve ilgili Venn semasi Sekil 4.10.’da gosterilmistir.

A, B.
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Sekil 4.10.: A. U gruba ait membran proteinlerinin Venn semast ile gdsterimi, B. Gruplarda
bulunan toplam membran proteini sayisini gosteren bar grafigi.
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5. TARTISMA

Membran proteinleri, tiim canli hiicrelerde, total proteomun Onemli bir kismin
kapsamaktadir. Bu proteinlerin hiicrede ¢ok sayida gorevi iistlendikleri bilinmektedir.
Hiicrelerde gergeklesen besin alimi, diger hiicrelerle iletisim kurma ve ¢evresel faktorlerden
korunma gibi olaylar membran proteinleri araciligiyla olmaktadir (Jelokhani-Niaraki, 2022).
Bakteri 6zelinde bakacak olursak, membran proteinleri ayrica patojenik durumlarda oldukga
kilit roller oynarlar (Garai & Blanc-Potard, 2020). Bu mekanizmalar i¢erisinde en dikkat
cekeni bakteriler i¢in hayati tehlike arz eden antibiyotik gibi ajanlara karst bu proteinler
araciligr ile bakterilerin diren¢ kazanmasidir (Christaki, Marcou, & Tofarides, 2020;
Delcour, 2009). Bakterilerin gelistirdigi antibiyotik direnci son yillarda diinya genelinde
antibiyotiklerin etkinligini azaltan ciddi bir problemdir. 2019 yilinda 7,7 milyon kisi bakteri
kaynakli enfeksiyonlar yiiziinden hayatin1 kaybetmistir. Bu say1 diinyada ki tim 6liimlerin
%13,6’sma denk gelmektedir (Ikuta vd., 2022). Antibiyotik direncinde Onemli roller
oynayan efflux pompalari bakterilerin icerisine giren antibiyotiklerin hiicre disina atilmasina
yardimc1 olmakta ve boylece bakterilerin yiiksek antibiyotik konsantrasyonlarinda dahi
yasamalarini saglamaktadir (Munita & Arias, 2016). Efflux pompalar1 haricinde bakterilerin
zor sartlar altinda yasamasini saglayan ve membran proteinleri ile dogrudan ya da dolayh
iligkili olan mekanizmalar da vardir. Bu mekanizmalar arasinda biyofilm olusumu,
sporiilasyon, antioksidan savunma, quorum sensing ve yatay gen transferleri sayilabilir.
Biyofilm olusumunda c¢esitli membran proteinleri gorev alirlar. Bunlar arasinda adezinler
ve ekzopolisakkarit tagima proteinleri yer almaktadir. Adezinler, bakterilerin yiizeylere
baglanmasini saglayan membrana bagli proteinlerdir. Ekzopolisakkarit tagima proteinleri de
membran proteinleri olup hiicre dis1 polimerik maddelerin salgilanmasini kolaylastirarak
biyofilmin matrisini olustururlar (Fong & Yildiz, 2015; Gao vd., 2021). Bazi bakterilerin
kendilerini koruma amacli sporiilasyona gittikleri bilinmektedir. Bakteriler sporulasyon
stirecinde rol oynayan 6zellesmis membran proteinleri iretirler. Bu proteinler, spor yapinin
montajini ve olgunlagmasini, ayrica bakteri hiicresi iginde spor bilesenlerinin yerellesmesini
diizenler (Campo, Marquis, & Rudner, 2008; Rudner & Losick, 2002). Bakteriler, reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) ve diger toksik bilesikleri notralize etmeye yardimer olan ve

membran proteinleri olan antioksidan enzimlerini tiretirler. Bu enzimler genellikle bakteri
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hiicresi zarinda veya periplazma gibi membrana bagli bdlmelerle iligkilidir (Y. Guo, Li,
Zhan, Wood, & Wang, 2019). Membran proteinleri, ayrica, konjugasyon ve transformasyon
gibi ¢esitli yatay gen transferi mekanizmalarinda da rol oynarlar (Juhas, Crook, & Hood,
2008; Marrero & Waldor, 2005). Bu bilinen mekanizmalarin yani sira membran
proteinlerinin rol aldig1 ancak heniiz kesfedilmemis baska mekanizmalarin oldugu da tahmin
edilmektedir. Tiim bu bilgiler 1s18inda yeni membran proteinlerinin tanimlanmasi veya hali
hazirda tanimlanmis olan membran proteinlerinin rollerinin ortaya ¢ikartilmasi hem bilimsel
acidan hem de gelecekte tehdit olusturabilecek bakteri tiirlerini eliminasyonu agisindan

olduk¢a dnemlidir.

Membran proteinlerinin izolasyonu ve tanimlanmasi ve karakterizasyonuna yonelik bilimsel
calismalar uzun siiredir devam etmektedir ancak bu calismalarin ¢ogu tam anlamiyla
karsilasilan zorluklar nedeni ile faydali sonuglar iiretememektedir. Bu zorluklar arasinda
membran proteinlerinin hidrofobik yapisi, diisiik ¢oziiniirliigii, az miktarda sentezlenmesi
gibi durumlar1 saymak miimkiindiir (Carpenter vd., 2008; Seddon vd., 2004). Gelisen
teknoloji ile birlikte membran proteinlerini izole etmek ve ¢oziiniir halde tutmak i¢in farkl
stratejik yaklagimlar sergilenmistir (Rabilloud, 2009). Bu yaklasimlar arasinda dikkat ¢ekici
olanlar membran proteinlerinin ¢oziinlirliiglini artiric1 deterjanlarin kullanilmasi, membran
proteinlerin ¢esitli yontemlerle isaretlenerek zenginlestirilmesi, membran proteinlerinin
hidrofobik ozelliklerini kullanarak onlari zenginlestirebilen kromatografik yontemlerin
kullanilmas1 6ne ¢ikmaktadir (Helbig, Heck, & Slijper, 2010). Son donemde gelistirilen ve
poptilaritesi giderek artan yontemlerden birisi de yakinlik tabanli isaretleme (proximity
labelling) yontemidir. Bu yontemde yonlendirilmis evrim ¢aligsmalartyla gelistirilen biyotin
ligaz enzimleri kullanilmakta ve proteinler biyotin ile etiketlenmektedir. Daha sonra
etiketlenen proteinler avidin, streptavidin veya neutravidin gibi biyotine yiiksek afinite
gosteren bir protein aracilifiyla zenginlestirilmektedir (Q. Liu vd., 2018; Qin, Cho,
Cavanagh, & Ting, 2021). Literatiirde bu yaklagimlar kullanilarak proteomu tanimlanan
membran dahil birgok hiicre 6gesi bulunsa da (J. Guo vd., 2023) bu teknigin bakteriyel

membran proteomu tanimlanmasi ¢aligmalarinda kullanilmadigi goriilmiistiir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda bakteriyel membran proteinlerini tanimlamak i¢in TurbolD
biyotin ligaz enzimini kullanildi ve streptavidin kapli manyetik boncuklar yardimiyla
biyotinlenmis proteinler zenginlestirildi ve nLC-MS/MS sistemi kullanilarak tanimlandi.
Ayni zamanda ticari olarak satilan kimyasal biyotinilasyon yapan biyotinilasyon reaktifi

kullanilarak da bakteri membran proteinleri isaretlendi. Elde edilen veriler biyotinilasyon
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yapilmayan bakteri protein oziitii ile yapilan nLC-MS/MS analizleri ile kiyaslandi ve

kullanilan yontemlerin verimligi incelendi.

Calismaya TurbolID enzimi iiretilerek baslandi. TurboID enzimi histidin etiketli olarak E.
coli BL21 (DE3) susunda iiretildi ve histidin etiketi kullanilarak yiiksek oranda saflastirildi.
Aktivitesi Western Blot analiziyle kontrol edilen enzim daha sonraki biyotinilasyon
deneylerinde kullanmak amaciyla %10 gliseroliin ig¢erisinde —80°C’ye kaldirildi. TurbolD
enziminin saklama kosullari daha Once laboratuvarimizda yapilan bir doktora tezi

kapsaminda belirlendigi i¢in bu ¢aligmayi tekrarlamaya gerek duyulmadi (Sarihan, 2023).

Membran proteinlerini isaretleme g¢alismalart model organizma olan E. coli K12 susu
tizerinde gergeklestirildi. Bunun i¢in bakteriler ODgoo degerleri 0,7 olana kadar biiyiitiildii
ve bakterilerin iizerine enzimatik ve kimyasal biyotinilasyon reaksiyonlar1 kuruldu. Bu
asamada en uygun enzim konsantrasyonu ve biyotinilasyon zamanini belirlemek i¢in birkag
ek calisma yapildi. Siire olarak enzimatik biyotinilasyon i¢in 30, 60, 90 ve 120 dakika
denendi. Biyotinilasyonun 60. dakikada en yiiksek seviyeye ulastig1 ve ilerleyen siirelerde
bu oranda bir artis olmadigi yapilan Western Blot calismalariyla gozlendi. Dolayisiyla
enzimatik biyotinilasyonun siiresinin 1 saat olmasina karar verildi. Enzim konsantrasyonunu
belirlemek i¢in de Oncelikle reaksiyon hacminin %10’u enzim olarak belirlendi ancak
yapilan LC-MS/MS analizlerinde diisiik miktarda protein elde edildigi i¢in enzimin hig

seyreltilmeden bakterilerin {izerine dogrudan eklenmesine karar verildi.

Biyotinile edilen bakterilerden protein 06ziitii elde etme asamasinda farkli yontemlerle
denemeler yapildi. Bakteriler 6nce T-PER liziz tamponu ile patlatildi ancak diisiik sayida
membran proteini elde edilmesinden yola ¢ikilarak membran proteinlerinin yiiksek
hidrofobik yapisindan kaynakli bu proteinlerin ¢okecegi ve T-PER tamponu ile elde
edilemeyecegi diisiiniildii. 2DE rehidrasyon tamponunda bulunan yiiksek oranda iirenin bu
proteinleri ¢ozmekte etkili olacagina karar verildi ve bakteriler dogrudan 2DE tamponu ile
liziz edildi. Ancak yliksek oranda iirenin zenginlestirme asamasinda proteinlerin streptavidin
kapli manyetik boncuklara baglanmasin1 engelleme ihtimali oldugu i¢in protein Oziitleri
zenginlestirme asamasindan once PBS ile seyreltildi ve baglanmada sorun olmadig:
gozlemlendi. Protein oziitleri elde edildikten sonra biyotinilasyon seviyelerini kontrol etmek
i¢cin Streptavidin-HRP kullanarak Western Blot analizi ger¢eklestirildi. Zenginlestirilmemis
bakteri Oziitiie gore iki yontemle de biyotinile edilen bakterilerde yiiksek oranda

biyotinilasyon gozlendi. Kimyasal biyotinilasyon enzimatik biyotinilasyona gore gorece
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daha fazla biyotinile olmustu. Bu farki kimyasal biyotinilasyon reaktifinin bakterinin
icerisine girerek sitoplazmik proteinleri de biyotinledigi yoniinde yorumladik ancak bu

durumu teyit edecek herhangi bir deneme yapilmadan ¢alismaya devam edildi.

Biyotinlenen proteinleri protein Oziitiinlin igerisinden ayirmak ve zenginlestirmek icin
streptavidin kapli manyetik boncuklar kullanildi. Zenginlestirme sonrasinda boncuklar ve
baglanmayan proteinler kullanilarak yapilan Western Blot analizinde biyotinile olan
proteinlerin  boncuklara baglandig1 gozlemlendi. Baglanmayan oOrneklerde de
biyotinilasyonun goriilmesi, ortama boncuklarin baglama kapasitesinden fazla miktarda

biyotinile protein konulmasiyla agiklandi.

Zenginlestirme sonrasinda yapilan nLC-MS/MS analizi sonuglarina gore 3 tekrarli yapilan
deneylerin birbirleriyle benzerligi ¢ok yiiksekti, bu da her iki yontemle yapilan
biyotinilasyon isleminin de tutarli ve tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir. Her ti¢ grupta
da biyotinile edilen ortak proteinler olsa da biyotinile edilmis gruplarda biyotinile edilmeyen
gruba gore daha yiiksek sayida protein elde edilmistir. Kimyasal biyotin reaktifi kullanilarak
membran proteinlerini isaretleme yonteminin enzimatik biyotinilasyona gore hem toplam
say1 olarak hem de sadece kimyasal biyotinilasyon yontemi ile elde edilen protein sayisinin

yiiksekligi goz oniine alindiginda daha verimli oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Biyotin ile yakinlik tabanli isaretleme yontemi yeni gelistirilmeye baslanmus, ¢esitleri
ve kullanim alanlar1 giderek artan bir yontemdir. Literatiirde bir¢ok alanda kullanimi
gosterilmis olsa da bakteriler lizerindeki veriler kisithidir ve bakterilerin membran
proteinlerini tanimlamak icin yapilan bir ¢alisma yoktur. Bu tez ¢alismasiyla hem kimyasal
hem de enzimatik biyotinilasyonun bakterilerin membran proteinlerini tanimlamak igin
kullanilabilecegi gosterilerek literatiire yeni bir yaklasim kazandirilmistir. Ayn1 zamanda
kimyasal ve enzimatik biyotinilasyon birbiriyle karsilastirilmis ve literatiirde bulunan bu

acik da doldurulmustur.

Elde edilen veriler umut vericidir ancak gelistirilmesi gerekmektedir. Bu yontemler farkli
bakteri suslar1 {izerinde denenerek bakteri membran proteinlerinin tanimlanmasinda

kullanilabilecek genel bir metot oldugu dogrulanmalidir.

Gelistirilen bu yaklasim kullanilarak antibiyotik direnci gosteren bakterilerin membran
proteinleri tanimlanabilir, direng gostermeyen bakterilerle kiyaslanarak bu dirence sebep
olabilecek proteinler belirlenebilir. Bu sayede antibiyotik direncine kars1 yeni yaklagimlar,
yeni antibiyotikler gelistirilebilir ve diinya genelinde oldukga tehlikeli hale gelmis olan

antibiyotik direnciyle miicadele edilebilir.
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