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Tetrahymena thermophila’da kullanilanAequorea victoria Yl
Flioresan Proteininin (Wild Type GFP) EGFP gibgdé& mutantlari genellikle
kodon uyumu yapilmaksizin gen lokalizasyonunda kullanila gigtmBu tez
calismasinin amaci; GFP’nin guclgiyan, hizhi katlanan, ¢ozunurligl yuksek
diger bir mutant versiyonu olan Super Folder GFP (sfiGHfeninin
Tetrahymena’ya kodon uyumu ve afinitik saflamaya uygun hale getiriimesi,
rekombinant protein Uretimi ve EGFP ile deneysel kullanim acisindan
kargilastirmali karakterizasyonudur. sfGFP geninde % 21s¥igemutasyon ile
Tetrahymena’ya kodon uyumug@anms ve N-Terminaline 6XHis takisi (6XHis-
TtsfGFP) eklenngtir. Tetrahymena ifade vektori olan pVGF'nin Pmeladp
kismina 6XHis-TtsfGFP geni klonlanarak, EGFP yerine yerlenis ve MTT1-
6XHis-TtsfGFP-rpl29Ter kaseti oltgrulmugur. Kontrol grubu olarak
Tetrahymena’ya kodon uyumu yapiimamsfGFP aynsekilde yapilandirilmstir.
Vektorler elektroporasyon ile konjugatif hicrelere transform egliimiElde
edilen TtsfGFP, sfGFP ve EGFP klonlarinin Cg@# indiksiyonundan sonra ki
3. saatte yapilan in vivo spektroskopik fliioresan élcimu, TtsfGFP’nin kontrollore
gore ~2.2-4 kat fazlasima verdgini gostermgtir. Flloresan mikroskop analiz
bulgulari; TtsfGFP’li hiicrelerin maksimum goérseglmaya 100 dk gibi kisa bir
sirede ulamasina ramen EGFP ve sfGFP’li hicrelerin ~240 dk’da stl&ani
gostermgtir. pVTtsIGFP vektoriinde yer alan 6XHis-TtsfGFP’riterminaline
Tetrahymena’nin bir hipotetik geni (H) Xhol-Apal klonlamasi ile ygnigmis ve
Tetrahymena thermophila hicresi icinde flizyon proteinin makronikleus ile
mikrontkleusta lokalize oldugu gorulmtig. TtsfGFP ile TtsfGFP-H'nin Ni-NTA
ile afinitik saflgtirilabilirligi SDS PAGE ve Western blot analizi yapilarak teyit
edilmistir.  Arastirma bulgulari, 6XHis-TtsfGFP takisinin, Tetrahyraen
proteinlerinin lokalizasyonu ve sajtariimasinda affinitik flioresan taki olarak
kullanilabilecgini ortaya koymutur.

Anahtar kelimeler: Kodon uyumu, Super Folder GFP, Tetrahymena, Afinitik
saflgtirma, Lokalizasyon.
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Different mutants oAequorea victoria Green Fluorescent Protein (Wild
Type GFP) such as EGFP have been used without a codon adaptation as a tag for
gene localization iffetrahymena thermophila. The aim of this study is to create a
codon adaptive mutant version of Super Folder GFP (sfGFP) gene for
Tetrahymena with an affinity purification feature, its recombinant protein
production inT.thermophila and comparative characterization with EGFP for
experimental use. sfGFP protein coding region was codon-adapted with 21.3 %
silent mutations to Tetrahymena and 6XHis tag coding sequence was also added
to its 3 end for affinity purification (6XHis-TtsfGFP). Th&GFP gene in
Tetrahymena pVGF expression vector was replaced into Pmel-Apal restriction
site with 6XHis-TtsfGFP gene to construct MTT1-6XHis-TtsfGFP-rpl29Term
protein expression cassette. Non-codon adapted sfGFP was similarly cloned as a
control group. All vectors were transformed to conjugant Tetrahymena cells with
electroporation. Results of in vivo fluorescence analysesaiaBirs after the
CdCkbk induction of TtsfGFP, sfGFP and EGFP carrying clones showed that
TtsfGFP clones have ~2.2-4 fold more fluorescence emission against control
groups. Fluorescent microscopic results also showed that TtsfGFP reach to max
emission at 100 min, which is much earlier than EGFP and sfGFP clones at ~240
min. A Tetrahymena hypothetical gene (H) was cloned with Xhol-Apal site to be
in the C-Terminal of 6XHis-TtsfGFP of pVTtsfGFP vector and microscopic
analysis revealed the fusion protein localizes in macronucleus and micronucleus
in Tetrahymena thermophila. Affinitic purifiability of TtsfGFP and TtsfGFP-H
with Ni-NTA was confirmed by SDS PAGE and Western blotting experiments.
Findings of this study suggest that 6XHis-TtsfGFP tag can be use as a protein
localization and affinity purification tag for recombinant protein expression in
Tetrahymena thermophila.

Keywords: Codon adaptation, Super Folder GFP, Tetrahymena, Affinity
purification, Localization
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1. GIRIS

Okaryotik, silli Tetrahymena thermophila'nirsahip oldugu yakkak 4
saat gibi kisa bolunme suresi, ucuz ve steril kiltirizasyonu gibi 6zellikleri ile
gunimuzde biyoloji ve biyoteknoloji alaninda kullanimi yaygsmgtir  [1].
Elektroporasyon veya biyolistik silahla transform edilebilmesi, Uretilen bazi
proteinlerin disulfid bglarini olugurmasi ve glikolizasyon gibi translasyon
sonrasi modifikasyonlari yapabilmesi, heterolog protein GUretiminde
thermophila’yialternatif bir rekombinant protein tretim konakgisi yagpmj2,3].
Tetrahymena kullanilarak yapilan stremalarda, heterolog veya homolog
rekombinant protein safiarilmasinda, homolog proteinlerin  hicre ici
lokalizasyonunu belirlemede, afinite ve lokalizasyon takilarina ihtiyag
bulunmasindan dolayr, daha kullgni taki gelgtirme calgmalari
surdarulmektedir.

T. thermophila protein lokalizasyon anamalarinda en yaygin kullanilan
taki Aequorea victoria ygl flioresan proteininin (yabanil -wild type- Green
Fluorescent Protein; WT-GFP) enhance GFP (EGFP) mutant versiyonudur [4—
13]. GFP’ler, belirli dalga boyundaimnlarla uyarilabilen ve uyarildiklarsindan
daha yuksek dalga boyundanim yapan proteinlerdir [14-16]. Yabanil GFP; tek
zincirden olugn, yapisinda 1B-plaka ile 4o-sarmal katlanmasi bulunan 238
amino asit (a.a.) uzunlugunda bir proteindir. Yabanil GFP’nin katland®
yapisl, p-katlanmalariyla olugn fi¢ci'ya benzer silindirik f-fici) bir yapidir
[17,18]. Silindir yapinin merkezindeki 65Ser -66Tyr -67Gly aminoasitlerinin
olusturdugu kromatofor yapi, uyarii@inda sima yapmak igin bir substrata
kullanmaz, fakat ortamdactzinmis oksijen” varligina ihtiya¢c duyar [15,16].
GFP proteininin amino asit dizisinde yapilan mutasyonelsmpaliar; yabanil
GFP’'ye gore daha hizli katlanan, daha parfaka veren, dasik pH araliklarina
adapte GFP mutantlari (EGFP, cycle3-GFP v.b.) ortaya cikdgntmAyrica 65-
66-67 pozisyonundaki aminoasitlerin alugdugu kromatofor yapi ile bu yapiyi
cevreleyen aminoasitlerde yapilan bazi kritilgidilikler ise farkli renkte gima
yapan GFP varyantlarini (6rgia YFP, BFP, CFP) oldgrmugur [15,19-21].

GFP'nin bu mutantlarindan Tetrahymena protein lokalizasyon deneylerinde
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genellikle gimasi guclendirilmi S65T-GFP mutandi olan EGFP ile dsRED
fluoresan protein varyantt mCherry kullangim [4-11,22]. GFP’nin birgok
mutanttina géresima gucu arttirliny, agregasyonu minimize edilgniasit ve ure
gibi denaturentlere kar direnci yikseltiimg, katlanma hizi ve ¢6zunurligi
arttirllmis yeni bir mutant “Superfolder GFP (sfGFP)” ismiyle &elacq J.D ve
ark. tarafindan (2006) gsefirilmistir [23-25]. Gelstirilen bu sfGFP'ninT.
thermophila’da kullanimi hendiz bildirilmewtir.

sfGFP geltirilirken, cycle-3 mutantinda bulunan mutasyonlaff®9S,
M153T, V163A) eklenmesi ile proteinin katlanmasi gieiimis, enhance GFP
(F64L, S65T) mutasyonlari ilesimasi arttirllmg ve sfGFP olmasini gkayan
S30R, Y39N, N105T,Y145F, 1171V ve A206V mutasyonlari ile katlanma
Kinetigi, cesitli streslere kag stabilizasyonu,sima etkinlgi arttiriimistir ve hiicre
icerisindeki dimerizasyonu azaltilgtir [23]. sfGFP varyanti hem sitoplazmik
pH'da hemde endoplazmik retikulum, bakteri periplazmasi gibi oksidatif
ortamlarda da kullanilabilmektedir [23—-25]. Ayricageli GFP mutantlarinda
oldugu gibi sfGFP flizyon olarak Uretilgli proteinin ¢oézundrligini
arttirmaktadir. Bu 0Ozelfiinin yaninda zayif katlanma potansiyeli olan ve
¢ozundrligh az olan proteinlerle, sSfGFP flizyon olarak urgtitdie; sSfGFP’nin
yaninda uretildii proteinin katlanmasina yardimci oldugu ve bdylelikle hedef
proteinin ¢ozunurlagund arttirg bildirilmi stir [23,26]. Bu avantajli 6zelliklerine
karsin GFP’ler dogal afinitik 6zellik tamamaktadirlar. Flioresan proteinlerin bu
zayIf noktasli, uygun ucuna 6XHistidin takisi eklenerglabilmektedir [27-29].

Bazi turlerde flioresan proteinlerin direk taki olarak kullanimi, kodon
sozlugl ve kodon kullanim frekans uyumsuzlugundan dolayl, protein
translasyonunda problemlere neden olmaktadir. Bu nedenle flioresan protein gen
dizisinin kodon tercihi, sessiz mutasyonel duzeltmelerle hedeflenen konakginin
kodon sozlugi ve kullanim sikina uyumlu hale getirilmelidir [30—34]. Piyasada
bulunan GFP ve GFP mutantlari genellikisscherichia colive insan kodon
sozlugline uyumludur. Bu nedenle, sfGFP gergedibir konakcida uretilmek
istendginde, sfGFP’nin konakgi canliya kodon uyumunun yapsgi gerekebilir.
Kataoka ve ark. (2010), EGFP ile mCherry flioresan proteinlerini kodlayan gen

dizilerinin, Tetrahymena’ya kodon uyumunu sessiz mutasyonlagiamea ve
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hedef proteinin C-terminaline takarak gen lokalizasyonunda kullangtirli
gostermstir [5]. EGFP’den daha Ustlin 6zelliklere sahip old@FP’nin benzer
sekilde Tetrahymena’ya kodon uyumlu hale getiriimesiszamanl kullanilabilir

ozellikler kazandirilmasi ihtiyac olarak ortaya ciktmi

1.1 AMAC

Tetrahymena thermophila icin hem protein lokalizasyonsigaliarinda
hem de rekombinant proteinin afinitik safielmasinda gzamanh kullanilabilen,
proteinlerin gorsel takibini mumkin kilan, “protein lokalizasyon-affinite” cift
kullanimh  flloresan protein takisi gglrmek calsmamizin amacini

olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Calsmada Kullanilan Organizmalar ve Yetistirme Kos ullar

Klonlama konakgisi: Escherichia coli DH10B’den tireviendrilmy
NEB-10-Beta (New England BioLabs Inc,C3019l) kimyasal kompetent hticreleri
klonlamada kullanilntir.

Protein ifade konakgisi: Tetranymena thermophila B2086 (Tip Il) ve
Cu428 (Tip VII) hacreleri kullanilngtir (Tetrahymena Stok Merkezinden temin
edilmistir, Cornell University/New York). Her iki hiicrede & rDNA icerir ve
ikiside paramomisin duyarlgina sahiptir. Hiicreler PPY besiyerinde (100 unit/ml

Pen-Strep iceren), 30°C’de 120 rpm’de gec logaritmik faza kadar buyatiiimas

2. 2. Vektor Yapilandirmasi ve Transformasyon

sfGFP’nin kodon uyumu ve afitik taki eklenmesi: sfGFP 717
nikleotid uzunlugunda (Accesion no: HI069813.1) olup, victoria (deniz
anasi)'dan elde edilen Yie Fliresan Proteinnin bir mutant versiyonudur [23].
sfGFP’'nin T. thermophila’da rekombinant protein Uretimi esnasinda
karsilasilabilecek kodon uyumsuzlugunu ¢ézmeye yonelik, Hannah M.W ve ark.
(2008)'nInT. thermophila tRNA genleri ile ilgili yaptl calsma verileri ile kodon
kullanim siklgi beraber dgerlendirilerek; 239 kodonunun 126 tanesinin (%57,72)
degistirilmesi on gordlmutlr [35]. Dizisi deistiriimemis kontrol sfGFP ileT.
thermophila kodon uyumlu sfGFP (TtsfGFP)'ye 6XHistidin takisi ve Enterokinaz
kesim dizisi eklenerek “Shanghai ShineGene Molecular Bio-Technologies Inc
(Shangha, China)” firmasina sentetik olarak urettig)mpUC57 vektorine
klonlattiriimis ve dizi analizi teyidi yaptiningtir (Sekil 2.1, EK 4, EK 7).
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Pme=1  oXHis Entereolinaz suparfoldar GFP Entarolinaz  xhol Apal
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Sekil 2.1. Sentetik Urettirilen TtsfGFP ve sfGFP uretim kas@&mel, Xhol ve Apal kesim
bolgeleri TtsfGFP ve sfGFP genlerinin pVGF vektoriine klonlanabilmesi igin
yerlestiriimistir.  Uretimi  yapilacak olan flioresan proteinlerin st  affinik
saflastirmaya uygun olmasi icin 6XHis takisi eklenirken fliioresan proteinin hem N-
hemde C- terminaline enterokinaz bélgesi eklatimiBoylelikle flioresan proteinler
hem tek hem fiizyon halinde uretildiklerinde, enterokinaz ile kesime alinarak 6XHis
takisi ile fuzyon proteinlerin birbirinden ayriimasi hedeflegtimi Dizi 791 bg

uzunlygundadir.

6XHis-TtsfGFP takisinin pVGF vektorine yerlstiriimesi: Kodon
adaptasyonlu (TtsfGFP) ve adaptasyonsuz sfGFP genlerinin Tetrahymena'da
ifadesi ve glevinin deserlendiriimesi icin pVGF vektort kullanilgtir. pVGF,
rDNA orijini ve Mttl promotoru kontrolinde EGFP-Drpl fliizyonu iceren bir ifade
vektoradur. pVGF vektorinde bulunan orijin, sahip oldugu mutasyon ile
paramomisin antibiyogiine direnc sglamaktadir [4,36,37]. Bu cama oncesi;
pVGF icinde yer alan Drpl geni silinerek, EGFP’nin sonuna kisa bir linkerin
ligasyonu ile “dur” kodonu eklenmive EGFP ureten kontrol grubu olan pEGFP
vektora gelgtirilmistir. pUC57'den Pmel-Apal kesimi ile salinarak ssiflalan
TtsfGFP ve sfGFP dizileri, ayni enzimlerle kesilerek hazirlanpWGF'ye
ligasyon ile yerlgtirilmis, olusturulan vektorler pVTtsfGFP ve pVsfGFP olarak
isimlendirilmistir. Gen lokalizasyon deneyi igin ise bir Tetrahyraehipotetik
proteini (H) kodlayan genin (NCBI Wan Numarasi: XM_001011861.1)
cDNA'sI, pVTtsfGFP vektortinin Xhol-Apal kismina klonlargmwe pVTtsfGFP-
H ismi verilmistir. 6XHis-TtsfGFP-H flizyon proteini hem gen loka&yonu hem
de Ni-NTA affinitik saflatirma deneylerinde kullanilrtir.

Tum klonlamalar NEB-10-Beta kimyasal kompatent hticrelerine yapilimi
ve pozitif transformantlarin taranmasinda koloni PZR metodu kullagtmtn38].
Belirlenen pozitif transformantlardan Thermo GeneJdet Plasmid miniprep Kit ile

plazmit izolasyonu yapilrgive restriksiyon enzimleri ile kesilerek teyit edilstir.
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Klonlanan diziler, Beckman CEQS800 cihazi kullanilarak yapilan dizi analizleri ile
teyit edilmgtir [38], (Ek-6 a-h).

Vektorlerin elektroporasyonla konjugant Tetrahymena hiicrelerine
transformasyonu: Sivi azottan taze uyandirilarak hazirlapnkonjugatif
Tetrahymena B2086 - CU428 hiucrelerine, BioRad Gene Pulser aleti ile vektorler
transform edilmytir [39-41]. Geg¢ logaritmik faza kadar buyutilen fBdtymena
hicreleri 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile yikandiktan sonra 18-24 saagacli
alinmis ve hiicre sayilari mI'de 3 x iiicre olacakekilde ayarlanmtir. Daha
sonra her iki hiicre tipindendesie hacimde alinarak gepitabanli bir erlende
birlestirilmi s ve konjugasyonun kamasi icin calkalamasiz bir bicimde 30 °C’de
konjugasyona alinmgiiir. Konjugasyonun ~3. saatinde konjugasyon verigilikik
mikroskobunda kontrol edilrgi ve verimliligin  %80’nin Uzerinde oldugu
durumlarda deneye devam ediftii. Konjugasyonun “Makronukleer Geim 1”
evresindeki konjugantlar, 10 mM HEPES’le yikagnue peletlenerek en son
1.7x10 hiicre/ml olacakekilde 10 mM HEPES ile ¢oziinntiig. Alinan 230 pl
hicre, 10-40 pg plazmit iceren 20 pl 10 mM HEPES ile 250 pl'ye
tamamlanmgtir. Karigim bekletimeden 4 mm aralikh Gene Pulser (Bio-Rad)
elektroporasyon kuvetine aktarignre atgleme (440 Volt, 25-uF Capacitor, 200
Q) yapilmstir. Ateslemeden sonra hicreler 5 ml 250 pg/ml Penisilinggtmaisin
(Pen-Strep) iceren SPP besiyerine algtimi Transformant hicreler 12-24 saat
calkalamasiz inkiibasyondan sonra 100 pg/ml paramomisin baskisinastatinmi
Ilk antibiyotik baskisi 3 giin takip edilgnive 3 giiniin ardindan canh kalan
klonlarin paramomisin baskisi kademeli olarak 800 pg/ml'ye kadar cikattrimi
(Ek-6, i). Antibiyotik baskisina diren¢ gdsteren klonlar, 2 pg/ml Cdid&
induklenerek flioresarsima yapip yapmadiklari flioresan mikroskopta kontrol
edilmistir [41,42]. Paramomisine kgrdirencli ve yail flioresan gima gdsteren

Tetrahymena hicrelerinden sivi nitrojen stogu yagtim3].
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2. 3. Fluoresan Mikroskop ve Spektroskop Analizi

Flioresangima analizleri mikroskobik ve spektroskopik olmalekeziki
sekilde yapilmgtir. Tetrahymena klonlari gece boyu PPY besiyerirgtieé0 pg/ml
paramomisin) buyutuldikten sonra 2 pg/ml Gd@& induklenmgtir [41,42].
Indiikleme yapildiktan sonra sifir zamanindalamarak her 20 dk'da bir
fluoresan mikroskopta hucrelerin flloresagimas! fotograflanngtir (Leica
DM6000/ GFP filtresi, 11532366 Filter Cube GFP HP, 20X objektif ) (Ek-6, j).
pVTtsfGFP, pVsSIGFP ve pEGFP stgan Tetrahymena hucreleri %20'lik
formaldehit (500 ul hicreye, 0.5ul %20 formaldehit eklgtinhile dldurtlerek,
preparat haline getirilmive her klon icin hicresel flioresan Uretim zamami v
Isima gucu fotograflanngtir.

Tetrahymena hipotetik geninin gen lokalizasyon deneyinde ise
pVTtsfGFP-H talyan klon, 0.25 pg/ml ve 2 pg/ml CdClile ayri ayri
induklenmg ve belirli araliklarla flloresan mikroskopta goriileinerek
fotograflanmstir.

pVTtstGFP, pVsIGFP ve pEGFPstgan Tetrahymena klonlari fllioresan
isimalarinin spektroskopik analizi icin buyutulgnide htcrelerin sayilar 300.000
hiicre/ml olacak gkilde ayarlannstir. Hicreler 2 pg/ml CdGlle oda sicakliinda
3 saat orbital calkalayici da, 50 rpm’de indiklestmi Indikleme bgangici
dahil, her 30 dk’da bir tim klonlardan 200’er pl alinarak, UV gecirgen 96 kuyulu
microplate (Falcon, katalog no: 353915) aktarglnwe Molecular Devices
Spektramax M2 flioresans cihazinda Ol¢im yaptimiFlioresan okuma 488 nm

eksitasyon, 510 nm emisyonda yapgtm[15,23].

2.4. Protein kzolasyonu, SDS PAGE ve Western Blot Analizi

Zamana bg spektroskopik sima deneyinin (B6lum 2.3) 180. dk’sinda
pVTtsfGFP, pVsIGFP ve pGFP iceren Tetrahymena hicreleri ile 18 saat 2 pg/ml
CdCkb ile induklenen pVTtsfGFP ve pVTtsfGFP-Hsitgan Tetrahymena hicreleri
peletlenms; Zhang ve Thompson [43] yOntemine gore toplam pmailasyonu
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yapiimstir.  Toplam proteinlerin  konsantrasyonu Bradford tgini ile
belirlenerek, git miktar gram protein deneylerde kullantltr.

pVTtsfGFP ve pVTtsfGFP-H vektorleri, 6XHis-TtsfGFP protein
lokalizasyon-affinite kaseti bulundurmaktadir. Taki icinde yer alan 6XHis afinitik
takisi ile TtsfGFP’nin birlikte dretildiklerinde, afinitik Bnma ve saflgirma
kolonunda gima gorevlerini yapabildini kontrol etmek icin 18. saatten elde
edilen toplam proteinlerden Ni-NTA (Qiagen) ile TtsfGFP ve TtsfGFP-H affinitik
saflgtirilmistir (Qiagen, katalog no:30230; QIlAexpressionist 20@3anueline
gore) (Ek-6, k).

Spektroskopik sima deneyi toplam proteinleri ile affinitik saftailan
TtsfGFP ve TtsfGFP-H proteinlerinden SDS-PAGE analizi yaptim(Ek-6, I).
Western blot analizi birincil monokolonal mouse anti-GFP (Roche, katalog
no:11814460001) ve ikincil anti-mouse (Sigma, Kat.no: A5225) antikorlari
kullanilarak gercekigiriimistir [38]. SDS PAGE ve Western blot analizlerinde
pozitif kontrol olarak, laboratuarimizd&. colide dretiimg 6XHis-TtsfGFP
(teorik~26 kDa, jel buyuklugi ~31 kDa) kullanilirken (Ek 12); negatif kontrol
olarak ise transform olmamiTetrahymena B2086 ve CU428 kaminin CdC}
ile induklenmg ve saflatirilmis toplam proteini kullanilngtir.
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3. BULGULAR

3.1. Kodon Uyumu Yapilms TtsfGFP’nin, EGFP ve sfGFP Kontrollerine

Gore T.thermophila’da Erken Uretimi ve Gliclii simasi

Insan ve E.coli'ye kodon uyumlu sfGFPninT. thermophila’da
rekombinant protein olarak Uretimi, Tetrahymena’nin AT zengini kodon tercihi ve
tRNA havuzundan dolayi translasyonunun yagbmasina neden olabilir [5,44].
Hannah M.W ve ark. (2008)’'nim. thermophilatRNA gen kopya sayisi, kodon
kullanim siklgl ve Woble hipotezi dikkate alinarak sfGFP’riitthermophila’ya
kodon uyumu yapilnstir [35]. Takip edilen karar verme adimlari gekildedir.

Ilki, ayni amino asiti tayici tRNA’lari kodlayan genlerin kopya sayilarinin
birbirine yakin olmasi durumunda kodon kullanim frekansi yuksek olan
kullaniimis ve ikincisi, tRNA genlerinin kopya sayilari arasantarkin yiksek
olmasi durumunda ise kopya sayisi yiuksek olan kodon tercih gdilnBuna
gbre yapilan sessiz mutasyonlarin konumu TtsfGFP ile sfGFP araSekia
3.1'de kaslilastirmali olarak verilmgtir. StGFP’'nin 239 kodonunun 126 tanesi
yani % 57,72'si dgistiriimistir. sSfGFP’nin % 57.8'lik AT orani, yapilan bu
mutasyonlarla % 63.9'a ¢ikmgtir.

sfGFP GTTTAAACATGCACCACCACCACCACCAC ATGAGCAAAGGAGAAG 60

*hkkk kkkk

TtsfGFP GTTTAAACATGCACCACCACCACCACCACC-AA:\ATGTCTAAAGGTGAAG 60

TtsfGFP AATTATTCACTGGTGTTGTTCCTATTTTAGTTGAATTAGACGGTGACGTTAACGGTCACA 120
sfGFP AACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACA 120

*k Kk kkkkkkkk kkkkk hk kkk k AhkAhkhkhkhk khkkk kkkkk kk hkkkx

TtsfGFP AATTCTCTGTTAGAGGTGAAGGTGAAGGTGACGCTACTAACGGTAAATTAACTTTAAAAT 180
sfGFP AATTTTCTGTCCGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACAAACGGAAAACTCACCCTTAAAT 180

*hhk Khkkk Kk kk kk khkkkkkkkkk kkkkk kkkkk kkk * k% Kk kkkk

TtsfGFP TCATTTGCACTACTGGTAAATTACCTGTTCCTTGGCCTACTTTAGTTACTACTTTAACTT 240
sfGFP TTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTCTGACCT 240

* *k% *kkkk kk Kk kk kkkkkk k kK% *

TtsfGFP ACGGTGTTCAATGCTTCTCTAGATACCCTGACCACATGAAAAGACACGACTTCTTCAAAT 300
sfGFP ATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCACATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGA 300

* kAR KkKKAKKhhhkhk *kk  k kk kk kk kkkkkkkkk * *k hkkkk kkkkk

TtsfGFP CTGCTATGCCTGAAGGTTACGTTCAAGAAAGAACTATTTCTTTCAAAGACGACGGTACTT 360
sfGFP GTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGACCT 360

*kk khkkkk kAkkhkkkk kk kk kkk * hkkkk kkkkkhkkhkkhk kkkkk % %

TtsfGFP ACAAAACTAGAGCTGAAGTTAAATTCGAAGGTGACACTTTAGTTAACAGAATTGAATTAA 420
sfGFP ACAAGACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAA 420

*hkkk kk Kk hkkkkkkk kk kk kkkkkkkk kk k kkkkk ok kk kk kkkk
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TtsfGFP AAGGTATTGACTTCAAAGAAGACGGTAACATTTTAGGTCACAAATTAGAATACAACTTCA 480
sfGFP AAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTTTA 480
*% *%

* k% * *% *

TtsfGFP ACTCTCACAACGTTTACATTACTGCTGACAAACAAAAAAACGGTATTAAAGCTAACTTCA 540
sfGFP ACTCACACAATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCA 540

KRRk KhKkhk Kk khkkkk *k kk khkkhkhkhkdk *k kk k% khkhkhkhkhkikx

TtsfGFP AAATTAGACACAACGTTGAAGACGGTTCTGTTCAATTAGCTGACCACTACCAACAAAACA 600
sfGFP AAATTCGCCACAACGTTGAAGATGGTTCCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATA 600

*kkkk * *kkkk *kkk kkkkk kk kkkkkkkk *

TtsfGFP CTCCTATTGGTGACGGTCCTGTTTTATTACCTGACAACCACTACTTATCTACTCAATCTG 660
sfGFP CTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCGACACAATCTG 660

KRhKk KhKhKk Kk hk Ahkhk Kk khkkk khkkkkkk kkk k k% kk hkkkkkk

TtsfGFP TTTTATCTAAAGACCCTAACGAAAAAAGAGACCACATGGTTTTATTAGAATTCGTTACTG 720
sfGFP TCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTG 720

* Kk kk kkkkk kk hkkkkkkk Kk kkkkkkkkkkk ok Kk kk kk kk kkkk

TtsfGFP CTGCTGGTATTACTCACGGTATGGACGAATTATACAA GAGT 780
sfGFP CTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAGCTCTAC GAGT 780

*kkkkkk kkkkk kk k% kkkkk k% *

TtsfGFP GATGAGGGCCC 791
sfGFP GATGAGGGCCC 791

*kkkkkkkkkk

Sekil 3.1: 6XHis-TtsfGFP ve 6XHis-sfGFP gen dizileri ve farklari. Gri renkli nukleotidler
tarafimizca dgistiriimis nikleotidler olup, toplamda 153 adettir (toplam dizinin
%21.3'0). Deistirilen kodon sayisi ise 126'dir. Acik gie golgeli dizi Pmel, koyu
yesil golgeli dizi Xhol, sari gblgeli dizi ise Apal kesim tanima bdlgesidir. Turkuaz
goblgeli dizi 6X Histidin kodlayan bdlgedir. Pembe gdlgeli dizi Enterokinaz tanima

bdlgesi kodlayan dizidir.

Kodon uyumlu TtsfGFP ve kodon uyumsuz sfGFP genleri, pUC57’den
Sekil 3.1’de verilen 6XHis dizisi ve enterokinaz kasbolgeleri eklenngi olarak
Pmel-Apal ile kesilerek saffairiimis ve ayni enzimlerle hazirlangnipVGF
vektorindeki EGFP-Drpl flizyon proteini yerine ygtildmistir. Yapilandirilan
bu vektorlerin yapisi kil 3.2’de gorilmektedir (Ek 6, g-h; EK-8, Ek-9).

10
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pUCLS Backbone PUC19 Backbone

Pme1(12683)

Mttl Dromoter pVTtS fGFP Mttl Promoter pVS fGFP
~15 kb

~15 kb

IDNA ori

Sekil 3.2. Yapilandirilan ifade vektorleriA. icerisine Pmel-Apal klonlamasi ile Tetrahymena
kodon uyumuna sahip TtsfGFP klonlagnpVTtsfGFP ifade vektoriB. igerisine
Pmel-Apal klonlamasi ile sSfGFP klonlargyVsfGFP ifade vektor.

T.thermophila hicrelerinde kodon uyumlu TtsfGFP’nin kodon uyumsuz

sfGFP ve EGFP genlerine gére daha erken transkripsiyon ve translasyonunun

yapildgl ve flioresan sima verdgi ilk olarak mikroskobik olarak analiz
edilmistir. Tetraymena hucrelerine elektroporasyon yontéetransform edilerek
uretilen pVTtsfGFP, pVsIGFP ve pEGFP vektorlersiyan klonlar, PPY
besiyerinde (100 pg paramomisin/ml) bayutildikten sonra 2 pg/mlQoCl
indiklenmg ve sifirnci zamandan danarak 20 dk’da bir Leica DM6000
fluoresan mikroskopta, GFP filtresinde gorintilegimi Sitoplazmik TtsfGFP
(pVTtsfGFP), sfGFP (pVsfGFP) ve EGFP (pEGFP) dreten Kklonlar
karsilastirildiginda, TtsfGFP 20. dk’dgimaya balarken, EGFP 40. dk, sfGFP ise
60. dk’da gimaya balamistir (EK 10). Tum 6lcimlerde TtsfGFP klonu en parlak
Isimay! verirken, sfGFP klonu daha az, EGFP klonueiseaz gimayi vermgtir.
TtsfGFP klonu flioresan mikroskopta algilanabilitma olarak 100. dk’da
doygunluga ulairken, sfGFP ve EGFP klonlarinin deneysel sire a2 dk'da
bile bu doygunluga ukamadg gdzlenmsgtir (Sekil 3.3) (EK 10).

11
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Sekil 3.3. Zamana bgl flioresan gima deneyinde, Cdglle indiklenen Tetrahymena klonlarinin
100. dk'daki flioresansimalarinin mikroskobik analizi. EGFP ile sfGFP klonlari az
miktarda gima gosterirken, TtsfGFP klonu gorsgima olarak doyguniga ulgmistir.
Tetrahymena klonlari g& 1sima yapmaktadirlar, fakat Leica DM6000 fliioresan
mikrofkobunun kamera Kkalitesi giiik oldusundan, yseil flloresan gimayi turkuaz
renginde algilamaktadir. Bu sebeple elde dilen giatitar “PhotoScape 3.6.3”
programi ile flioresan mikroskop okilerinde gorulen goérintinin ashna gore

renklendirilmitir. Gortintileme 20X objektifle yapilstir.

Flioresan mikroskopunda elde edilen go6rsel bulgularin dlculebilir
kargilastirmasi, spektral analizler ile gercedtidlmistir. Tetrahymena TtsfGFP,
SfGFP ve EGFP klonlarit PPY (100 pg/ml paramomisin) besiyerinde buyutilmis
hiicre konsantrasyonlari 300.000 hiicre/ml’ye ayarlandiktan sonra klonlar 2 pg/ml
CdCk ile induklenmitir. indiklemeyle birlikte sifirnci zamanda dahil her 30
dk’'da bir Molecular Devices Spektramax M2 cihazinda 488 nm ekisitasyon / 510
nm emisyonda fliioresan okuma gdderi toplanmytir (Ek-11). Ucg tekrarli
gerceklatirilen deneyin flioresan @erlerinin ortalama cizgi grafi Sekil 3.4'de

verilmistir.

12
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Sekil 3.4. TtsfGFP, sfGFP ve EGFPstgan Tetrahymena klonlarinin zamangzlbdliioresan
isimalarinin kagilastirimasi. 3x10 hiicre/ml konsantrasyonundaki hiicre kulttrleri 2
pg/ml CdCh ile indiklenmg ve her 30 dk'da bir 488 nm ekisitasyon / 510 nm
emisyonda flioresargimalari olciimigtir. Flioresan olcimlerin ortalamasinin hata

barlari grafikde cubuk olarak gértilmektedir.

Sekil 3.4’de goralduglt gibi tim klonlar sifir zamaninda benzer (~500)
otoflloresan veya sizintili Uretime sahiptir. Klonlar arasinda flioregam i
bakimindan en erken ivmelenme gdsteren TtsfGFP klonudur. 30. dk’dan itibaren
flloresan gimasinda ar§i baglayan TtsfGFP klonu, 60. dk’dan itibaren buma
ivmesini arttirarak devam etgtir. StGFP ve EGFP klonlari ise dilg ivmelenme
ile flioresangimalarini arttirmglardir. sSfGFP klonunun flioresagima artg1 150.
dk’dan itibaren daha da yukselen bir grafik cizmektedir. Klonlar arasinda en fazla
Isimaya sahip olan TtsfGFP 180. dk'da, sfGFP’'ye gd2e2 kattan daha fazla
Isima gosterirken, EGFP’ye gore bu fark ~4 kattir.

Tetrahymena klonlarinin  flloresan simalarinin ~ zamana Bh
spektroskopik analizinde elde edilen 180. dk toplam proteinleri, paralel yapilan
poliakrilamid SDS jel Comassie boyama$eKil 3.5.A) ile Western blot analizine
(Sekil 3.5.B) alinmgtir. Sekil 3.5.A'da EGFP, TtsfGFP ve sfGFP Ureten
Tetrahymena klonlarindan izole edilen toplam proteinlerdeit miktarda

poliakrilamid yuklenerek commassie ile boyagme rekombinant GFP’lerin olasi

13
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konumu ~34 kDa olarak, ok ilesaretlenmgtir (teorik olarak ~29 kDa
buyukligindedirler).

P.K

-

M EGFP TtsfGFP sfGFP N.K M PK K EGFP TtsfGFP sfGFP  N.K

kDa
205.2

130.7

79.9

38.4

31.2

Sekil 3.5: CdCk ile indiklenen Tetrahymena klonlarindan 180 dk sonra elde edilen peletlerden
saflastirilan toplam proteinlerin SDS PAGE ve Westen blot analzi.SDS PAGE
analizi. M: BioRad strandart protein markeN.K: transforme olmamgiTetrahymena
(B2086+CU428) hucrelerinin Cd£lle induklenmesinden sonra izole edilen toplam
protein. P.K: E.coli hiicrelerinde Uretilngj N-terminalinde 6XHis bulunan sfGFP'dir
(Teorik olarak ~26 kDa, poliakrilamid jeldeki buylkglii ~31 kDa'dur, Ek-12)B.
Western blot analizi. K: BioRad Kaleideskop Western marker. Proteinkitrraiktarda
(30 ug) poliakrilamid jele yiklenntir. Poliakrilamid jel %5 paketleme, %10 ayirma
seklinde hazirlannstir.

Monoklonal mouse anti-GFP antikoru ile yapilan Western blot an&kkil(
3.5.B) bulgulari; GFP’lerin ~34 kDa civarinda bulundugunu, TtsfGFP’nin sfGFP
ve EGFP’ye gore tahminen 5-10 kat fazla protein olarak Gr@tidjostermstir.
EGFP ve kodon uyumu bulunmayan sfGFP’de ise rekombinant protein miktari
yaklasik esit gordlmugar. Pozitif kontrolde antikorlarin dizgin Gaig
gorulurken, pozitif kontroldeki ~60 kDa civarinda laos bant dimer yapisinda
bulunan sfGFP proteinine aittir.

3.2. Tetrahymena 6XHis-TtsfGFP Takisinin Afinitik Saflagirabilirli i

T.thermophila’da rekombinant protein olarak Uregiidi flioresan
mikroskobik, spektreskopik ve toplam protein seviyesinde teyit edilen 6XHis-

14
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TtsfGFP'nin afinitik saflatiralabilirligi, Ni-NTA afinite saflgtirmasi SDS-PAGE
(Sekil 3.6-A) ve Western blot analizE¢€kil 3.6-B) ile kontrol edilmgtir (Sekil
3.6).

A dw T 1E ™ B 1w T 1E K
[Da
- 205.2
130.7

kDa
200
115.2
7.4
E62
45

B 334
31

Sekil 3.6: pVTtsfGFP talyan Tetrahymena klonundan elde edilen toplam proteinden Ni-NTA
afinite saflgtirmasi ile saflgtirilan TtsfGFP’'nin SDS PAGE (A) ve Western blot (B)
analizi.1 E: Ni-NTA affinite saflgtirmasinda elde edilen birinci elisydhT: Ni-NTA
boncuklari ile muamele edilen ve kolona yiklenen toplam proteinlerden ayrilan sivi
kisim. 1 W: Ni-NTA affinite saflgtirmasinda elde edilen birinci yikamiel: BioRad
standart protein markdf: BioRad Kaleideskop, Western blot marké&r SDS PAGE

analizi. B. Western blot analizi Poliakrilamid jel %12’liktir.

Saflgtirma adimlarinda toplanan proteinler poliakrilanpgde yiklenerek SDS
PAGE §ekil 3.6 A) ve Western blotSekil 3.6 B) analizine alinngtir. SDS-
PAGE’in comassie ile boyanmasi, yakla olarak ~34 kDa’luk ana bir bandin
afinitik olarak saflgtirilabildigini gostermektedirSekil 3.6-A'nin 1E kuyusuna
dikkatlice bakildginda zayifta olsa 4-5 farkli protein bandinin kontent olarak
bulundugu gorilmektedir. Western blot analigekil 3.6-A’'de goérulen ~34 kDa
proteinin, monoklonal mouse anti-GFP antikorlari ile TtsfGFP oldugu
belirlenmistir. Sekil 3.6 B'de TtsfGFP saffairmasinda beklenen buyuklukteki
bant ~34 kDa elde edilstir. TtsfGFP 1 E’de gorulen ~68 kDa buyukligindeki
slik bant ise dimerize olmu§tsfGFP’dir.

15
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3.3. TtsfGFP-H Fizyon Proteininin Makrogekirdek ve Mikrogekirdek
Lokalizasyonu

Gen lokalizasyonu ile afinitik saffarmada ezamanl kullanimi
hedeflenen, ayni zamanda proteinlerin saflana adimlarinda goérsel olarak takip
edilebilmesi icin tasarlanan 6XHis-TtsfGFP takisinin deneysel testi hipotetik bir
Tetrahymena proteini (H) (NCBI Wan Numarasi: XM_001011861.1) ile
yapilmstir. Tetrahymena hipotetik proteini (H) kodlayan oerl668 bc'lik
cDNA'sI pVTtsfGFP vektorinin Xhol-Apal kismina klonlagnve pVTtsfGFP-

H ismi verilmistir (Sekil 3.7). 6XHis-TtsfGFP-H flzyon proteini hem gen
lokalizasyonu deneylerinde hemde Ni-NTA affinitik ssfilana deneylerinde

kullaniimustir.

Apal(15131) 7.

. 4
H Proteln/';f v

J pVTtsfGFP-H
' ~18 kb

%hoL113453)

TtsfGFP

PmeI(12683) i
[ rDNA Ori
Mttl Promoter

Sekil 3.7. pVTtsfGFP-H ifade vektorlipVTtsfGFP vektoriine, Tetrahymena hipotetik proteini
kodlayan H geninin Xhol-Apal klonlamasi sonucunda triemesi ile

olusturulmustur.

Tetrahymena pVTtsfGFP-H klonu bdydtildikten sonra gen
lokalizasyonu amaciyla bir kismi yavaanskripsiyon icin 0.25 pg/ml Cdgle
diger kismi ise hizl transkripsiyon icin 2 pg/ml Cd@® 1 saat induklenngtir
[37].

16
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Sekil 3.8. Tetrahymena pVTtsfGFP-H klonunun CdGle indiklenmesinden sonra flioresan
mikroskopta incelenmesiA, E. 0.25 pg/ml CdGl ile yarim saat induklenmi
Tetrahymena pVTtsfGFP-H klonunugik mikroskopundaki gérinimi ile fllioresan
mikroskopundaki (GFP filtresinde) goériningB, F). C. 2 pg/ml CdC} ile 1 saat
indiklenmi pVTtsfGFP-H klonunun sik mikroskopundaki gorinimu ile flioresan
mikroskop GFP filtresindeki gorinim(D). G. 0.25 pg/mlCdCk ile indiklenmi
klonun Hoechst33250 boyasi ile boyandiktan sonra flioresan mikroskoptaki (A filtresi)

gorunuma. Goruntulemeler 40X objektifte yapgtm

Sekil 3.8-B ve -F’'de Tetrahymena hipotetik proteinifgoXHis-TtsfGFP-

H), hicrenin makro (kirmizi ok) ve mikro (beyaz ok) cek@ide lokalize oldugu,
0.25 pg/ml Cdd dugik indiksiyonu ile goralmdgir. Makro gekirdek gindaki
parlamalar, gik mikroskopunda da (E) gorilen besin kofulu icewi& yeralan
maddelerden gelgi dusinulmektedir $ekil 3.8-F). TtsfGFP-H'nin makro ve
mikro cekirdekte lokalize oldugunun teyidi cekirdeklerin icinde yeralan genomik
DNA’nin  Hoechst33250 boyasi ile boyanmasindan saniaktadir. Bunun
yanindaSekil 3.8-D’de goruldugu Uzere, 2 pg/ml CdGhduklemesiyle yiksek
transkripsiyon sonucunda fazla TtsfGFP-H protein tretimi yap)ldiolayisiyla
tum hicrenin parlagi ve lokalizasyon sinyalininde baskilapdgorilmektedir.

Gen lokalizasyonu makrocekirdek ile mikrocekirdekte oldugu gdsterilen
6XHis-TtsfGFP-H flizyon proteinin bekelenen buyukligu ~95 kDa’dur.
pVTtSIGFP-H klonundan saf§airilan toplam protein ile yapilan Western blot
analizi, beklenen buyiklik olan ~95 kDa’da bant bulundugunu goéstteriffiekil
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3.9.B, siyak ok). Bunun yaninda daha kuguk buyikliklerde y&k&adet bantta
monoklonal mouse anti-GFP antikoru ile belirlegtini Bu daha kiguk
buyukltklerdeki protein bantlari, kirilgiveya dretimi yarim kalngi 6 XHis-
TtsfGFP-H flzyon protein kalintilaridir. Ayni zamanda bu toplam proteinden Ni-
NTA saflstirmasi yapilarak gerceklgrilen SDS-PAGE ve Western blot
analizleri, azda olsa ~95 kDa'luk 6XHis-TtsfGFP-H flzyon proteininin
saflastirilabildigini gostermgtir (Sekil 3.9.D, kirmizi ok). SDS PAGE ve Western
blot analizi sonuclarina bakiginda, 6XHis-TtsfGFP-H flizyon proteininin
lokalizasyonu ile ggamanli Ni-NTA affinite saflgtirnimasinin bgarili oldugu

gorulmugar.
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% N.K  TtstGFP-H K N.K  TtsfGFP-H

Sekil 3.9: pVTtsfGFP-H taiyan Tetrahymena hicrelerinin 2 pg/ml Cgdle 18 saat
indiklenmesinden sonra sflastirilan toplam protein ve toplam proteinden Ni-NTA
afinite saflatirmasi ile saflgtirilan TtsfGFP-H.A,B toplam protein SDS PAGE ve
Western blot analiziC,D Ni-NTA afinite saflatirmasi SDS PAGE ve Western blot
analizi. M: BioRad standart protein markeM.K: transforme olmangiTetrahymena

(B2086+CU428) hucrelerinin Cd£lle indiiklenmesinden sonra izole edilen toplam

protein.1 E: Ni-NTA affinite saflgtirmasinda elde edilen birinci elisydA.T: Ni-

NTA boncuklari ile muamele edilen ve kolona yuklenen toplam proteinlerden ayrilan

IVERSITESI

sivi kisim.1 W: Ni-NTA affinite saflatirmasinda elde edilen birinci yikamk:

BioRadKaleideskop, Western blot marker. Poliakrilamid jel %212'liktir.
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Tetrahymena’da yapilan gen lokalizasyon gaélarinda genellikle
EGFP fluoresan takisi kullaniimakta olup, son yillarda EGFP, Tetrahymena'ya
kodon uyumu yapilngive C-terminal takisi olarak gsirilmi stir [4—13]. Kataoka
ve ark. (2010) camalarinda EGFP’nin Tetrahymena'ya kodon uyumunu
gerceklatirmis ve sadece gen lokalizasyonunda kullaniministeraislardir.
Fakat kodon uyumlu EGFP’nin translasyon verirglilile flioresan gimasinda
artts olup olmadgl hakkinda bir ¢cajmada bulunmangiardir. sfGFP, EGFP
mutantina gore daha hizli ve gugcdimasi, yuksek ¢ozundrligu ile flizyon olarak
uretildigi bazi zayif katlanan, co6zunurlugih diks proteinlerin  Gretimini
kolaylastirmasi ve proteinlerin depolanabilgini arttirarak, glevselligini koruma
ile raf dGmrind uzatmasi gibi dstin 6zelliklere sahiptir [23,26]. Bu 0Ozelliklere
sahip sfGFP temelinde,T.thermophila’da gen lokalizasyonu ile afinitik
saflgtirmada ezamanli kullanilabilen ve saffarma esnasinda, flizyon
proteininin gorsel olarak takibini kolawaracak sekilde tasarlanng) 6XHis-
TtsfGFP takisinin galiirilmesi bu c¢algmanin amacini oldagrmaktadir.
Calismamizin flioresan mikroskopi ve flioresans olcungoblalr, Tetrahymena
kodon uyumlu 6XHis-TtsfGFP genini iceren klonun, EGFP ve kodon uyumsuz
sfGFP kontrol klonlarina gére daha erken (20-30 dk arasinda) ve ¢ok daha gucli
(~2-4 kat) gima yaptgini gostermitir. Yeni gelstirilen bu taki, ATP bgimli
DNA ligaz domaini iceren hipotetik bir Tetrahymena proteininin N-terminaline
eklenmi ve 6XHis-TtsfGFP-H flizyon proteininin Tetrahymenécrelerinde,
makro ve mikrocekirdge lokalize oldugunu ortaya koyulmug. Eszamanl
olarak, gen lokalizasyonu yapilan 6 XHis-TtsfGFP-H flizyon proteininin Ni-NTA
ile affinitik saflastinlabilindigi Western blot ile teyit edilngj bu takinin iki amach
kullaniminin mamkuin oldugunu gosterilgtir.

Rekombinant proteini kodlayan genin, Gretim yapilacak konakciya kodon
uyumu, Uretim verimlilgi acisindan o6nemlidir [32,33,45]. Tetrahymena'da,
heterolog proteinlerden insan DNakde neomisin diren¢ (Neo4) geninin kodon
uyumu Yyapilarak dretiimesi, bu genlerin translasyon verignili arttirarak,

Uretilen protein miktarinda agtisgslamistir [44,46]. Kodon uyum caimalari,
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T.thermophila’da dretilecek veya kullanilacak heterolog proteinlerin kodon
uyumuna ihtiya¢ oldgunu karet etmektedir. Calmamizda, T.thermophila’da
heterolog sfGFP’nin kodon uyumlu versiyonunun (6XHis-TtsfGFP) kontrole gore
cok daha etkin uretildi gosterilerek, bu durum desteklentini (Sekil 3.5).
Zolotukhin ve ark. (1996)'nin insan kodon uyumuyla urettikleri GFP’nin, kodon
uyumsuz kontrole gore 22-45 kat fazla aligilanabilir oldugunu bildirmesi ile
Leroch ve ark. (2011) funguBotrytis cinerea’da kodon optimize edilgni
EGFP’nin simasinda ar§l géstermesi, ¢calmamizin flioresan mikroskobik ve
spektral okuma bulgularina paralellik gostermektedir [47,48].

GFP’lerin protein lokalizasyon takisi olarak yaygin kullanimingikar
fuzyon proteinleri  safidirmada  kullanilabilecek  afinitik  6zellikleri
bulunmamaktadir. Buna kahk anti-GFP antikorlari ile c¢okturilerek, dogru
katlanmg GFP’li flizyon proteinler safkturilabilmektedir [8,49]. GFP’lerin afinite
eksikligi, uygun uclarina 6XHis gibi afinitik takilar takriak gilabilinmektedir.

Bu yaklgim insan veE. coli gibi canlilarda kullanilirken, Tetrahymena'da
kullanimi hentiz bilinmemektediE. colide hedef proteine N-terminal veya C-
terminal olarak eklenen afinitik-flioresan poliHis-GFP takisi, flzyon proteinin
afinitik saflastirilmasinda gorsel takibini gamistir [27-29,50]. E. colide
yapilan bir camada ise ¢ozunurligl diis olan TEV proteazin, sfGFP-linker-
TEV-6XHis seklindeki tasarimi ile dretimi yapilarak, hem (ratim%?22
arttinlmis  hemde afinitik olarak safjarabilmistir [26]. Calsmamizda
yapilandirdgimiz pVTtsfGFP-H vektoru ile Urettirilen 6XHis-TtsKER-H flzyon
proteininin hem hicre ici lokalizasyonu belirlegrhiemde Ni-NTA saflgtirmasi

ile saflgtirilabildigi gosterilmitir (Sekil 3.9 C-D). N- veya C-terminaline afinite
takisi eklenerek afinitik 6zellik kazandirilan GFP’lerin yaninda, farkli bir tasarim
olarak GFP’ninp-tabakalarini birbirine Qgayan bir ilmek (loop) dizisinin igine,
entegre edilen affinite protein dizileri vasitasiyla, GFP’ler affinitik sailenaya
uygun hale de getirilngtir. Ornesin; EGFPp-tabakalari arasinda yer alan Asp173
ile Glyl74 aminoasitleri arasina yatiglen “8XHis-SBP (streptavidin Gganma
protein)-cMyc takisI” ile EGFP’ye afinitik 6zellik kazandirilgnifakat kismende
olsa emisyon kaybi oldugu bildirilrgtir [51]. Tetrahymena icin yapilandigimiz

6XHis-TtsfGFP afinitik takisinin, hedef proteinin N-terminaline flizyon
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olmasindan dolayi, saffarmada istenilmeyen translasyonu yarim kalmeya
kirlmig proteinler de afinitik olarak safiariimaktadir Sekil 3.9). Bu durum,
TtsfGFP'nin  C-ucuna 6XHis takisinin takilmasi ve vyeni TtsfGFP-6XHis
lokalizasyon-afinite takisininda hedef proteinin C-ucuna eklenmesi dggnekti
Onermektedir. Bu yonde taki ggirme calsmalari tarafimizca surdurtlmektedir.
6XHis-TtsfGFP-H proteinin Ni-NTA afinite saffairmasinda, hedef protein
nispeten az miktarda elde ediktii. Bunun nedenlerinden biri daha kucguk
boyutlu kontaminant bantlarin Ni-NTA boncuklarini ggal etmesi ve asil hedef
proteinin b&lanmasini azaltmasi ile yikama adiminda hedef priotéaybi iken,
diger bir nedeni de toplam protein izolasyonunda kulden T100B lizis
tamponunun Tetrahymena hicrelerinden ilk seferde ~%80 toplam protein
saflgtirmasidir. Dolayisi ile tek seferde yapilan izoasya daha ¢ok sitoplazmik
proteinler elde edilirken organellerde bulunan proteinler ile zar proteinleri daha
dustik seviyede izole edilmektedir. Tetrahymena hiucrsdier makro ve mikro
cekirdeze lokalize olan Tetrahymena H hipotetik proteinidiisiik, kontaminant
proteinlerin yiksek seviyede elde edilmesinn sebebinin yukarida sayilan nedenler
oldugu dugindlmektedir. Dolayisi ile bu veriler, protein izey@n yonteminin
fuzyon olarak uretilen proteinlerin hiicrede bulundugu boélgeye gore uyarlanmasi
gerektigini gostermektedir.

Sonug olarak; hedef proteinin Tetrahymena’da hiicre ici lokalizasyonu ve
gorsel afinitik saflgtirlmasinda ¢ zamanh kullanilabilecek,T.thermophila
6XHis-TtsfGFP takisi gedtirilmi stir.
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Ek-1 Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Trizma Base (Applichem A2264).

Tris-Hcl (Sigma, 05432).

Hem plazmit DNA izolasyonunda hem de Tetrahymena’larga@imada
kullaniimistir. Plazmit izolasyonunda 500 mM pH 8.0 de hazirken;
Tetrahymena aclik tamponunda 10 mM pH 7.5 hazirlggmiC6zicu
olarak dHO kullaniimstir. Ayrica SDS-PAGE deneyinde, poliakrilamid
jelin hazirlanmasinda 500 mM konsantrasyonda pH 6.8 ve 8.8'de
kullaniimistir.

Borik Asit (Bio Basic BB0044)

Sodyum Asetat (NaOAc) (Sigma, 241245)

Plazmit DNA izolasyonunda 0.3 M konsantrasyonda kullagtimi
Amonyum Asetat (N&C2H302) (Reidel de Haen, S170594)

Plazmit DNA izolasyonunda 7.5 M pH 5.5 de kullangtmi

Etidyum Bromur (EtBr) (Sigma, E8751)

Cozlicu olarak dkO kullanilirken, konsantrasyonu 10 mg/ml olacak
sekilde ayarlanngtir. Hazirlanan ¢ozelti +4 °C’de muhafaza edilmelidi
Agaroz jel elektroforezinde, jel icerisinde bulunan DNA’laraglbaarak
en iyi 285 nm UV eksitasyondasima yaparak DNA’larin gorinar
olmasini sglamaktadir. Agaroz jel icerisinde 0.5 pg/ml EtBr cak
sekilde hazirlanmalidir.

EDTA (Sigma,E6758)

EDTA 0.5 M konsantrasyonda hazirlagtm EDTA dugik pH’larda
¢ozunur olmadiindan, gerekli miktarda tartilan EDTA hazirlanmak
istenen hacmin yarisi dB ile karstirihr. Karisgimin pH'si NaOH
tabletleri ile 8.0 a ayarlanir ve kamindaki EDTA'nin ¢6zlinmesi
saglanir. Cozelti berrak hale geffinde toplam hacim istenilen seviyeye
dH>0 ile tamamlanir.

Agaroz (Biomax, IB70073)

Agaroz jel elektroforezinde kullanilgtir. PZR, plazmit izolasyonu,
restriksiyon kesim reaksiyonlari gibi deneylerin ardindan DNA drunlerinin
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blyukliklerine gore ayrilmasi icin kullanilan porlu yapidaki matriksdir.
%0.8-%1’lik gibi degisen yogunluklarda kullanilngtir. C6zlicu tampon
olarak 1X’lik TBE (Tris- Borik Asit- EDTA) kullaniimgtir.

10X TBE (Tris- Borik Asit- EDTA)

10X TBE tamponu hazirlamak icin 108 gr Trizma base ve 55 gr borik asit
tartilarak 600 ml dBD’ da ¢6zulir. Daha sonra kamin tzerine 40 ml

05 M pH 8.0 EDTA eklenir ve ¢ozinmesi igin kamlir. EDTA
¢Ozundukten sonra toplam hacim 1 It'ye tamamlanir.

Kalsiyum Klorur (Cad) (Sigma, C1016)

Kimyasal kompatentE. coli hazirlginda 50 mM konsantrasyonda
kullaniimustir.

Fenol-Kloroformizoamil alkol (24:23:1) (Sigma P2069)

Plazmit DNA izolasyonunda kullanilstir. Fenol-Kloroformizoamil
alkol'iin pH dengelemesi “Equlibration Buffer” ile ganmstir. Clnki
plazmit DNA izolasyonunda fenolik fazin pH 8 civarinda olmasi
gerekmektedir. pH dengelemesi icin Fenol-Klorofdmoamil alkoliin
Uzerine, Urinun yaninda verilen Equlibration Bufferin tamami eklenerek
karistirihir ve en az 2-4 saat arasi beklenir. Boyleligte 6.7+ 0.2’den 8.0

+ 0.2 ye yukselecektir.

Sodyum Klortr, NaCl (Merck, 1.06400).

Izopropanol (Riedel de Haen, 24137).

Etanol (Riedel, 071029)

Metanol (Reidel de Haen, 24229)

Amfisilin (Sigma, A0104)

Stok 1000X amfisilin hazir icin 100 mg amfisilin 1 ml steril diD’'da
¢Ozllur. Hazirlanan stogun sterilizasyonu 0.45 um por c¢apli membran
filtre ile yapilir. Steril edilen stok -20 °C’de muhafaza edilir.

Paramomisin (Sigma, P9297)

Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep) (Sigma, P4333)

Gliserol (Sigma G2289)
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Gliserol E. coli hiicrelerinin -80 °C stok yapilmasinda kullangtm Steril
dH20 ile %80 lik hazirlanan gliserol otoklav edildikten sonra +4 °C’de
muhafaza edilir.

HEPES (Bio Basic Canada, HB024)

Zwitterion  yapida  kimyasal organik  ¢Ozucudir.  Konjugatif
Tetrahymena’larin elektroporasyon ile transformasyonunda, hicrelerin
yikanmasi ve c¢Ozulmesinde kullanifgm. HEPES 10 mM pH 7.5e
ayarlandiktan sonra 0.45 pm por ¢apli membran filtre ile steril edilerek +4
°C’de muhafaza edilir.

Kadminyum Klorur (CdG) (Sigma, 439800)

Suda oldukca ¢ozundr bir yapiya sahip olan Gdattl promotoru iceren
vektorler ile transform olmugretrahymena klonlarinin indiklenmesinde
kullaniimistir. CdChb, Mttl promotoruna h&anarak aktif hale gegmesini
ve bu promotor kontroliindeki genin kontrolli kekilde ifade edilmesini
saglar. Stok 1 mg/ml olarak hazirlanan CdGhdikleme deneylerinde 2
png/ml olacaksekilde kullaniimgtir.

Ni-NTA agaroz (QIAGEN, 30230)

6X Histidin takili proteinlerin affinitik saflgiirilmasinda kullaniingtir.
Nikel (Ni) tanecikleri ile yiklenng olan agaroza, Nikele afinite gOosteren
6X Histidin takili proteinler bglanirken, dger proteinler ve istenmiyen
yapilarin ayrilmasini gtar.

Hoechst 33258 (Sigma, 861405)

Paraformaldehit (Sigma, P6148)

Sodium dodecyl sulfate, SDS (AppliChem, A2263)

Glisin (Bio Basic, DR0235)

TEMED (Fisher Sicientific, BP150)

APS (Ammonium persulfate) (Sigma, A3678)

Akrilamid/Bisakrilamid (Sigma, A3574)

Bromophenol Blue (Sigma, B0126)

B-merkapto etanol (Sigma, M7522)

Western Blocker (Sigma, W0138)

TWEEN-20 (AppliChem, A4974)
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TBS (Tris-Buffered Saline)

Western blotlama deneyinde kullanijgm. icerisinde 50 mM Tris, 150
mM NaCl bulunurken pH’si 7.6’d1r.

TBS-T

Western blotlama deneyinde membranin yikanmasinda kullaigeuigi
TBS tamponu ile ayni olmakla birlikte %0.05 TWEEN 20 icermektedir.
Western Transfer Tamponu

3 gr Tris-HCI (pH8.3), 14.4 gr glisin, 200 ml Metanol karnlir ve hacmi
1lit'ye tamamlanarak hazirlanir.

Tripton (Sigma, 95039)

Maya ekstrati (Sigma, Y1625)

Proteaz Pepton (Sigma, 82450)
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Ek-2 Calismada Kullanilan Cihazlar, Kitler ve Enzimler

+ Kullanilan Cihazlar

Etiv (Genhart, Thermo Shaker THO 220), Santrifij (Thermo IEC
Micromax, Beckman Coulter Microfuge 22R, ve Beckman Coulter Allegra 25R),
Otoklav (Eastern Medical, Vertical Autoclave), PZR Cihazi (Biorad, iCycler
thermal; Applied Biosystem, Veriti Thermal Cycler), Agaroz Jel Elektroforez
Aparatl (Thermo EC Mini Cell EC320, Thermo EC Midi Cell Ec 330 ve BioRad
Mini SubCell GT), Gug¢ Kayna (Thermo Electrocorporation EC250-90), UV Jel
Goruntuleme Kabini (Uvitec M02 4611), pH Metre (Crison, Basic 20), Vorteks
(IKA MS2), Su banyosu (Memmert D-91126), Isi blogu (Thermoblock Clifton
B11), Nanodrop (Metek ND-100), Spektofotometre (UV- 2101 PC Shimadzu),
Terazi (Ohaus pro AV812), Gene Pulser Xcell (BioRad, 165-2666), Manyetik
Karistirict (Schott, SLK6), Dizi Analizi Cihazi (Beckmadoulter, CEQS8000),
SDS-PAGE elektroforez cihazi (BioRad, Mini Protean Tetra Cell System),
Western blot Cihazi (BIOMETRA Fast-Blot Semi Dry), Flioresans okuyucu
(Molecular Devices, Spektramax M2), Leica DM6000 Fluoresan Mikroskop,
Ultra dondurucu (Thermo, Model 906 UltaFreezer).

* Kullanilan Kitler

Thermo Geneldet Plasmid MiniPrep kit (Thermo, K0502), QIAGEN
plazmid mini kit (Qiagen, 12123), QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagene, 28706),
Dizi Analizi Kiti (Beckman Coulter, GenomelLab Dye Terminator Cycle
Sequencing with Quick Start Kit, 608120)

+ Kullanilan Enzimler

Tag DNA Polymerase (Fermantas, EP0401), Pmel (Thermo, ER1341),
Apal(TAKARA, 1005B), Xhol (Thermo, ER0695), T4 DNA Ligaz (NEB,
M0202S), Lizozim (Sigma, 62970).
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EK-3 Calismada Kullanilan Besiyerleri
» LB Broth besiyeri (Lizojen Broth)

E. coli hicrelerinin buydtilmesinde kullanilan sivi besiyeridir [52,53].
Iceriginde NaCl (Merck, katalog no 567441), Tripton (Flukatalog no T9410)
ve Maya ekstratl (Sigma,katalog no Y1625) bulunmaktadir. 10’ar gr NaCl ile
Tripton ve 5 gr maya ekstratinin 1 It gbida ¢oziulmesi ve pH'sinin 8.0'e
ayarlanmasi ile hazirlanir. Hazirlanan kemi 121 °C’de 15 dk. otoklav edilerek

steril edilir.
* LB Agar Besiyeri

E. coli hicrelerinin buyutilmesinde kullanilan kati besiyeridir. Uretici
firmanin belirttgi sekilde hazirlanan besiyeri (37 gr. LB agar 1 It O tla
¢cozulup 121 °C’de 15 dk steril edilir), otoklavdan cikarildiktan sonra 55°C’deki
su banyosuna alinir. Petri tabaklarina dokilmeden 6nce LB agar icersine 1000X
amfisilinden 1X olacaksekilde ekleme yapilir (1 It besiyeri icin 1 ml aniliis
eklenir). Petri tabaklarina besiyerinin dokimu steril kabinde yapilir ve besiyeri
donduktan sonra +4 °C’de muhafaza edilir.

* PPY Besiyeri

Tetrahymena hdacrelerinin buyuttlmesinde kullanilan sivi besiyeridir.
Besiyerinde enzimatik olarak parcalagnatten olugn proteaz pepton, maya
ekstrakti ve bolinme hizinin 2.5 saatin altina inmesigiagan demir iyonu
kullanilir. Proteaz pepton orani toplam besiyeri hacminde %2 oraninda olmalidir,
bu oran uzun sire %1’'in altinda kalirsa bireyler infertil duruma geldien
konjugasyon ve caprazlama egalalarinda kullanilamazlar [41]. 10 gr Proteose
pepton, 1.5 gr Maya esktrakti 900 mL gHicinde ¢6zulur ve tzerine, 1 mL 10
mM FeCb.6HO eklenir. Toplam hacim meziirle olcllerek M ile 1 It'ye
tamamlanir ve kicik hacimlere bélinen besiyeri 121 °C'de 15 dk otoklav

edildikten sonra kullantlir.
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* SPP besiyeri

Tetrahymena hucrelerinin buydtilmesinde kullanilan zenginlmi g
besiyeridir [41]. icerigi PPY besiyerine benzerdir, farkli olarak glikoz
icermektedir.iceriginde %2 proteaz pepton, %0.1 maya ekstrati, %0kdzlve
%0.0003 FeCGI6H0 (finalde 33 uM olacakekilde) bulunmaktadir. Hazirlanan
besiyerinin steril edilmesi PPY besiyeri ile aynidir.
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Ek-4 Tetrahymena'ya Kodon Uyumu Yapilan Superfolder Ygil Flioresan
Protein (TtsfGFP)

Superfolder GFP(sfGFP) 717 nukleotid uzunlugunda (Accesion no:
HI069813.1) olupAequore victoria (deniz anasi)’'dan elde edilersilYElUresan
Proteinin (Green Fluorescent protein, GFP) bir mutantidir [23]. sfGFP’de bulunan
mutasyonlar ve gorevlerdyledir; cycle-3 mutantinda bulunan mutasyonlarla
(F99S, M153T, V163A) proteinin katlanmasi getilmis, enhance GFP (F64L,
S65T) mutasyonlari ilesimasi arttirilmg ve sfGFP olmasini §iayan S30R,
Y39N, N105T,Y145F, 1171V ve A206V mutasyonlari ile katlanma k#neti
cesitli streslere ka1 stabilizasyonu, sima etkinlgi arttirlmistir ve htcre
icerisindeki dimerizasyonu minimize ediktii. sfGFP’nin T. thermophila’da
rekombinant Uretiminde ksatfasilabilecek kodon uyumsuzlugu nedeniyle,
SfGFP’nin kodonlari, Hannah M.W ve ark. (2008)’riin thermophila’nin tRNA
genleri ile ilgili yaptg! calismanin verileri ver. thermophila’nin kodon kullanim
siIkligi beraber dgerlendirilerek analiz edilngtir [35]. Yapilan analiz sonucunda
SfGFP’'nin 239 kodonunun 126 tanesinin (%57,72) thermophila’nin kodon
kullanim tercihine tam uyum gdstermgdgorialmugiar. stGFP’nin gen nuklotit
dizisi sessiz mutasyonlarla glstirilerek, T thermophila'ya kodon uyumu

yapilms gen dizisi &kil'de verilmistir.
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MSKGEELFTGVYV P13
1 atg tct aaa ggt gaa gaa tta ttc act ggt gtt gtt cct
I'LVELDGDVNGH K26
40 att tta gtt gaa tta gac ggt gac gtt aac ggt cac aaa
FSVRGEGEGDATN39
79 ttc tct gtt aga ggt gaa ggt gaa ggt gac gct act aac
GKLTLKFICTTG K252
118 ggt aaa tta act tta aaa ttc att tgc act act ggt aaa
LPVPWPTLVTTTLTEG5
157 tta cct gtt cct tgg cct act tta gtt act act tta act
YIGV QCFSRYUPDHMT78
196 tac ggt gtt caa tgc ttc tct aga tac cct gac cac atg
KRHDFFKSAMPE GO
235 aaa aga cac gac ttc ttc aaa tct gct atg cct gaa ggt
YVQERTISFKDD G 104
274 tac gtt caa gaa aga act att tct ttc aaa gac gac ggt
TYKTRAEVKFE G D117
313 act tac aaa act aga gct gaa gtt aaa ttc gaa ggt gac
TLVNRIELIKGI D FI130
352 act tta gtt aac aga att gaa tta aaa ggt att gac ttc
K EDGNILGHKTLEYI143
391 aaa gaa gac ggt aac att tta ggt cac aaa tta gaa tac
NFNSHNVYI!lTAD K156
430 aac ttc aac tct cac aac gtt tac att act gct gac aaa
QKNGIKANTFKIR HI169
469 caa aaa aac ggt att aaa gct aac ttc aaa att aga cac
NV EDGSVQLADH Y182
508 aac gtt gaa gac ggt tct gtt caa tta gct gac cac tac
QQNTPI GDGPVLLI1%S
547 caa caa aac act cct att ggt gac ggt cct gtt tta tta
PDNHYLSTOQSVL S 208
586 cct gac aac cac tac tta tct act caa tct gtt tta tct
K DPNEKRDHMYVLL22
625 aaa gac cct aac gaa aaa aga gac cac atg gtt tta tta
EFVTAAGITHGM D234
664 gaa ttc gtt act gct gct ggt att act cac ggt atg gac
ELYK?®¥* 239
703 gaa tta tac aaa tga

Sekil :  T. thermophildya gére kodon uyumu yapilmolan sfGFP (TtsfGFP) nikleotid ve protein
dizisi. Kirmizi renkli niikleotidler tarafimizca glegtirilmis nukleotidler olup, toplamda
153 adettir (toplam dizinin %21.3'0). Bigtirilen kodon sayisi ise 126'dir. Yi
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renklendirilmi dizi kromatofor bélgedir.
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Ek-5 Calismada Kullanilan Vektorler

e pUC57 klonlama vektori
pUC57, sentetik Uretilen TtsfGFP ve sfGFP genlerinin icerisine
klonlanarak gonderilg klonlama vektéridur. TtsfGFP ve sfGFP genleri pdC5

vektorl icerisine EcoRV klonlamasi ile klonlanarak gondestimi

Eco0109 2608 Pfol 46  BsiAPl 179

Ndel 183
Sspl 2525 Ehel 235

Pdml 2318

Begl 2238
Scal 2201

BsaX| 683
Sapl 707

> AfINL, Pscl 830
Gsul 1808 5
crol 1803 1m0
Eco3il 1790 \Y
Eamit081 1718/ ,ep\e“\?’\
BseYl 1134
\ cail 1241

Sekil 1:  pUC57 klonlama vektoru

* pGEM-T Easy klonlama vektori
Tetrahymena hipotetik proteininin (H) icerisinde bulundugu klonlama

vektorl.

Xl 2008
. 17l o
Scal 1890 Mael 2707 e ]; start
) \ Aatll | 20
1 or Sphl 26
BstZl | 31
Mcol 37
Arvip" BstZl | 43
R Mot 4
pGEM*-TEasy  jacz T I
Vector EcoRl | 52
{3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Mot 77
EstZl 77
) Pstl 88
ol Sall 90
Mdel 97
Sacl 109
BstXl 118 &
Msil 127 =ﬂ
141 =
Tspe g

Sekil 2:  pGEM-T Easy klonlama vektéri (Promega, A1360).

Rutin klonlama cagmalarinda tercih egtimiz pGEM®-T Easy Vector System |
(Promega, katalog no A1360) klonlama vektaripeptidini kodlayan LacZ genini
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tasimaktadir. Coklu klonlama bélgesinin bu boélgede huotasi sonucu genin
insersiyonel inaktivasyonu nedeni ile -komplementasyonun gercekie
gerceklamemesine bzl olarak mavi-beyaz secilimi gmnmaktadir. Plazmitin 3'
uclarinda bulunan tekli “T” nikleotidleri ile “AT” klonlamasi yapilabilmekte ve
hicre icinde baskilanmasi ise sithgr amfisilin direng¢ geni sayesinde
saglanmaktadir.

* pEGFP Tetrahymena ifade vektoru
Tetrahymena pVGF ifade vektoru icerisindeki Drpl geni Xhol-Apal
enzimleri ile kesilerek cikartilmive yerine stop kodonu iceren kisa bir linker
ligasyonla vektore eklengtir. Boylelikle sitoplazmik EGFP Uretimi yapan
Tetrahymena vektori elde edigni. Bu vektér cagma ©Oncesinde,

laboratuarimizca yapilandirilghr.

Mttl Promoter

rDNA ori

Sekil 3:  Tetrahymena pEGFP ifade vektori
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Ek-6 Calismada Uygulanan Deneysel Yontemler

a) SDS’li Alkalin Lizis Yontemi ile Plazmit DNA izolasyonu

E. coli klonlarindan plazmit izolasyonu yapilirken genellikle Kkitler
kullaniimaktadir. Fakat kitler genellikle bize hacimsel olarak kisitlama
getirmektedir. Orngin mini izolasyon kitleri 3-5 ml, Midi izolasyon Kéri 20-50
ml gibi. Hedef plazmitinE.coli klonlarindan hacimsel kisitlama olmadan buyuk
miktarlarda izole edilmesinin yolu, SDS vdrliile yapilan Alkaline Lizis
yontemidir [38,54]. Plazmit izolasyon basamaklagagedaki gibidir. Yontem
belirli bir hiicre hacmine goére hesaplagtm Kullanilan solisyonlarin hacmi,
baslangic hicre kiltiri hacmine oranlanarak kullaniiabi
. Plazmit izolasyonu yapilacak. coli klonundan amfisilinli LB Broth
besiyerine ekim yapilir ve 37 °C 180 rpm’de gece boyu buyatalir.

. Inkiibasyon sonrasinda buyulyuen kultirden alinan 20iimite, 8.000 g
(10.000 rpm)’de santriftjlenerek peletlenir ve stpernatant dokulir.

. Hucre peleti ~5-10 ml 50 mM Tris-HCI (pH 8.8) ile pipetlenerek ¢ozulur
ve tekrardan 10.000 rpm’de 5 dk santrifllj edilip peletleme yapilarak siipernatant
uzaklagtirlir.

. Hucre peleti Gzerine: 150 pl Lizozim (10 mg/ul), 20 pl 0.5 M EDTA (pH
8), 10 ul RNase A Solution (10 mg/ml) eklenerek pipet yardimi ile ¢ozilur ve 30-
60 dk buzda inkiibasyona birakilir.

. Sure sonunda karmin tzerine taze hazirlangn®.2 M NaOH ve %1’lik
SDS den 1'er ml eklenir ve dikkatlice yayaava karstirma klemi yapilir.
Karisim islemi yapildiktan sonra 5 dk buzda inkibasyon gesstklir. Eger
saflastirilacak olan plazmit blyukse (~10 kb ve tzeri)lib&syon 10 dk'ya kadar
uzatilabilir.

. Sure bitiminde 300 pul 7,5 M NAc eklenir ve dikkatlice yavayava
at/ist edilme vyoluyla kagtima &lemi gerceklgtirilir. Karistirma klemi
yapildiktan sonra 6rnek buzda 10 dk inkube edilir.

. Inkuibasyon bitiminde 6rnek 10.000 rpm’de 15 dk séijtedilir ve sivi

faz temiz bir tipe aktarilr.
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. Elde edilen sivi fazin hacmi kadar fenol:klorofor:izoamilalkol (25:24:1)
ornesin Uzerine eklenir ve yak§&k 15 saniye boyunca tlp calkalanarak renginin
beyaza donmesi ganir. Daha sonra 6rnek orbital calkalayiciya kosaka hizh

bir calkalamayla 5 dk inktbe edilir.

. Sure sonunda o6rnek 10.000 rpm’de 2 dk santrifij edilir. Santrifj
sonrasinda oOrnekler santrifj cihazindan sarsmadan dikkatlice cikartilir. Tap
icerisinde 2 faz bulunmaktadir. Bu fazlardan dst kisim pipetleme ile alinarak
temiz bir tipe aktarilir. Burada oOnemli olan aos fazlardan dst kismi
olabildigince temiz, alt faz ile kontamine olmayrhir sekilde elde etmektir. Ust

faz alinirken alinan hacim not edilmelidir.

. Elde edilen st fazin hacminin 0.6 kati kadar izopropanol alinarakgigrne
uzerine eklenirlyice karstirma klemi yapildiktan sonra 6rnek oda sicgkida

10 dk inklibe edilir.

. Inkiibasyon sonrasinda 6rnek 10.000 rpm'de 10 dk iangdilir.
Supernatant dokalur ve tip whatmangikfina ters cevrilerek artik izopropanol
uzaklatirilir.

. Kalan pelet tizerine dncelikle 200 ul 0.3 M NaAc eklenir ve pelet ¢ozilir.
Daha sonra ¢oOzulen peletin Gzerine 500 pl 200 proof etonol eklenergtriiair

ve -20 °C’de 3 saat ya da daha fazla inkibasyon yapilig€iggére gece boyu
inkiibasyon yapilabilir).

. Inkiibasyon sonrasinda ornek 10.000 rpm'de 10 dk ignedilir.
Supernatant dokudlir; kalan pelet havada kurutularak tipte kalan artik etanolin
uzaklgmasi sglanir. Daha sonra pelet ige bali olarak 10 pl ya da daha fazla
hacimde dHO veya eliisyon tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) ile ¢ozulur.

. Elde edilen plazmitin konsantrasyonu Nanodrop cihazinin Nukleik Asit
analizi (A260/A280) ile Olgulerek belirlenir.

b) Vektor ve Hedef DNAnin (Insert) Restriksiyon Enzimleri ile

K esilmesi

Restriksiyon enzimleri ile DNA zincirinde belirli dizilerin oldugu

bolgeler kesilebilir. Restriksiyon enzimleri ile iki DNA parcasinin imesi icin
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DNA ugclari uygun hale getirilebilirken, yine bu enzimlerle hedef DNA bulgndu
DNA parcasindan kesilerek alinabilir [55]. Hedef genin (insert) klonlama ya da
ifade vektorlerine vyerktirilmesi icin, o©ncelikle birkac analiz yapiimasi
gerekmektedir. Bunlardan ilki insertiin WebCutter programi ile analiz edilerek
restriksiyon enzimi kesim haritasinin ¢ikarilmasidir. Boylelikle vektorin klonlama
bblgesinde bulunan enzimlerden hangilerinin insertl kesinbdiirlenmg olur.
Belirlenen klonlama enzimlerinin dizileri, hedef genin uclarina tasarlanan
primerler ile eklenir. Boylelikle hedef DNA’nin ve vektorin 5' uglarindaki kesim
dizileri ile 3' ucglarindaki kesim dizileri ayni olur.gEr secilen restriksiyon
enzimleri yapskan ug birakiyor ise buna “yonlendirilgnklonlama” denilir. Eer

kit kesim yapan restriksiyon enzimleri secilirse “kit u¢ klonlamasi” denilir.
Yonlendirilmis klonlamada verim her zaman daha yuksektir [38].1sGada
kullanilan enzim ciftleri Pmel-Apal ve Xhol-Apal'dir. Pmel kut, Apal yggan

u¢ birakarak kesginden, yapilan klonlamaya “yari yonlendirignklonlama”
denilebilir. Restriksiyon enzimleri ile kesim vyapilirken, enzimleri Ureten
firmalarin belirledgi yonergelere dikkat edilngiir. ikili kesim yapilirken her iki
enzimin calsacal ortak tampon secilrgtir.

Vektor ve insertden kesim reaksiyonuna yskla6-8 pg alinmytir.
Reaksiyon 37 °C’de genelde 20 saat civarinda yagtiminkiibasyon sonrasinda
reaksiyon 80 °C’de 20 dk bekletilerek enzim inaktivasyonu yagtiimi

Kesim drUnleri agaroz jele yuklenerek hem kesimirsabh olup
olmadginin belirlenmesi, hemde kesim reaksiyonu sonucustigilen Urindn

saf bir gkilde elde edilmesi amaci ile elektroforez edgbmi

C) DNA Urinlerinin Agaroz Jel Elektoforezinde Goriintiilenmesi ve

Jelden kzole Edilmesi

Restriksiyon kesim reaksiyonlari ve koloni PZR Urdnleri gibi deneylerde
elde edilen drunlerin goérintilenmesi icin agaroz jel elektroforezi yagutmi
Bunun igin polimerize olma yetegi@e sahip olan Agar, 1X TBE tamponunda
degisik konsantrasyonlarda (%0.7 - %1 arasinda) cozulgekhazirlanmy ve

icerisine EtBr eklenerek elektroforez tghea dokiulmutir. Polimerize olan
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agaroz jele, gortintilenmek istenen DNA urtnleri finalde 1X yikleme boyasi ile
yuklenmgtir [38]. Elektroforez glemi ortalama 85 V'da 45-60 dk arasinda
gerceklatirilmi stir. Elektroforez gleminden sonra trinler UVP Transillimunator
ile goruntulenip, gerekdi yerde hedef DNA’nin oldugu bant jelden kesilerek elde
edilmistir. Klonlama deneylerinde kullanilacak olan trinB&5 nm UV lambasi

ile goruntilenirken, kontrol amacgh gercejtialen deneylerde 312 nm'de
goruntileme yapilmgtir. Bunun nedeni 312 nm dalga boyuna sahip kl¥inin
DNA’lara zarar vermesi ve bu nedenle klonlamadgabaizlik yaratmasidir. 365
nm ise DNA'ya daha az zarar vermektedir. Bik lkayna& altinda kisa siurede
gerceklatirilen gorintileme, klonlama camalarindaki olumsuz etkiyi buyik
oranda ortadan kaldirmaktadir. Agaroz jelden kesilen bantlardan hedef DNA'lar,
QIAquick Gel Extraction Kit ile safidrnimistir. Saflgtirilan Grdnlerin

konsantrasyonu Nanodrop cihazinda yapilan analiz ile belirdinmi

d) Ligasyon

Calisiilmak istenen genin bir vektor icerisine klonlanmadgasyon
reaksiyonu ile gercekdarilebilir [38]. Ligasyona alinmasi gereken vektde
insert miktari, farkli durumlarda g@smekle birlikte, genellikle gagidaki formule

gbre hesaplanmaktadir.

(Insert kb) x (Vektor ng) x (vektor:insert orani) / (Vektor kb) = (Insert ng)

Ligasyon reaksiyonuna alinan vektér miktari 50 ng-100 ng arasi olmasi
tavsiye edilirken, vektor:insert orani genellikle 3:1 olarak dnerilmektedir. Bu oran
vektor ve insertlin buydkluk farkinag@aolarak dgisebilir [38,56].

Ligasyon reaksiyonunda NEB T4 DNA Ligaz enzimi kullangkmive
reaksiyon bilgenleri gagidaki gibidir:

43



@» ANADOLU UNIVERSITESI

ifade Vektoriine Ligasyon Protokoli:

Insert X pl
Vektor y ul
10X Ligasyon Tamponu 2 ul
T4 DNA Ligaz 1l
dH20 [17-(x+y)] pl

Firma yonlendiriimg klonlama icin ligasyon reaksiyonunu oda
sicakliginda (24°C) ~1 saat 6nermektedir. Kit u¢ klonlamasen 16 °C’'de gece
boyu dnermektdir. Ligasyon inkiibasyonun ardindan transformasyona gecilmeden
once 65 °Cde 10 dk enzim inaktivasyonun vyapilmasi transformasyon
verimliligini  arttirmakta oldugu firma tarafindan belirtilgtir [56,57].

Calismada kullanilan enzim ciftleri Pmel-Apal ve Xhol -&p'dir. Pmel
kit uc birakarak keserken, Xhol ve Apal yi@n uc¢ birakarak kesmektedir. Yani
klonlama, bir deneyde vyari kit-yari yonlendirigmiken, dger klonlamada
yonlendirilmis klonlamadir. Bu nedenle ligasyon reaksiyonu 16 eQjg@ce boyu
gerceklatirilmistir. Ligasyona alinan pVGF vektori 15-17 kb arasiadgisen
buyukltige sahiptir. Kullanilan vektoriin ¢ok buylk olmasierirze fazla ligaz
enzimi b&lanmasina neden olgnadan ve dolayisi ile ligasyon verimfini
dustirecginden firmanin tavsiye efii ligaz enzimi miktarinin 2 kati
kullaniimistir. Yine vektortin buyik olmasi ve fazla enzinglaamasi nedeni ile

enzim inaktivasyonu 65 °C’de 20 dk yapikmr.

€) E. coli Kompatent Hiucre Hazirhigi

Sicaklik soku ile transformasyonda kullanilacak olancoli hiicrelerinin,
hiicre ceperlerinin zayiflatiimasi, dolayisi ile ortamda bulunan DNA parcalarini
almaya musait hale getirilmglemidir. Hicre duvarinin zayiflatiimasinda CacCl
kullaniimaktadir [38]. Uygulanan yontemin basamaklsagelaki gibidir:

« Kompatent hale getirilecek olan hiicre tipi LB agar besiyerine ¢izgi ekimle
ekilir ve buyatulir. Elde edilen kolonilerden tek bir tanesi alinir ve LB

Broth besiyerine ekilerek gece boyu 37 °C’de 180 rpm’de inktbe edilir.
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* Ertesi gin yeten hicrelerden 0.5 ml alinir ve 100 ml taze LB Broth
besiyerine ekilir. Ekilen hiicreler 37 °C 180 rpm’de inklbe edilir.

« Inkibe edilen hiicreler erken logaritmik faza kadayihiir. istenen faza
geldigini anlamak igin inkube edilen hiicrelerin spektrofaetrede OD’si
Olguldr. Kor olarak diO’nun kullanildgi spektrofotomekrik 6lgimde 550
nm’'deki OD 0.4 - 0.6 arasinda, 600 nm’'deki OD 0.2- 0.4 arasinda
olmahdir. Hucrelerin bu yogunluga efigi zamani yakalamak icin,
inkibasyon bgadiktan 70-80 dakika sonra spektrofotometrik Olggnal
baslanir.

 Hedeflenen OD elde ediginde hicreler 6000 rpm'de 15 dk
santriftjlenerek peletlenir ve besiyeri uzagtlalir.

* Elde edilen pelet soguk 50 mM CaQle ¢ozulur ve 15 dk buzda inkibe
edilir.

» Sdre sonunda hiicreler 15.000 rpm’de 15 dk santrifijlenerek peletlenir ve
ust faz dokular.

» Kalan hicre peleti soguk 4 ml 50 mM CaGle yavasca pipetlenerek
cozllur. Cozulen hiacrelerin tzerine 0.6 ml %80’lik gliserol eklenerek
karstirihr ve 200 pl'lik hacimlere bolinerek -86 °C’'déoklanir.

» Hazirlanan komopatentlerin etkigilj pUC19 gibi yapisi ve ¢air oldugu

bilinen bir plazmitin 1s1 gku ile transforme edilmesi ile test edilir.

f) Vektor DNA'nin Kompetent E. coli Hicrelerine Transformasyonu ve

Master Tabak Hazirlanmasi

Isi soku ile transformasyon yontemi kullanilarak vektirekompatent
E. colihticrelerine transformasyonu gercekl@mi stir. Ligasyon reaksiyonundan
gelen vektorlerin transformasyona alinmadan once 65 °C'de 10-20 dk inklbe
edilerek enzim inaktivasyonu yapilgtir. Ligaz enziminin inaktive edilmesi,
transformasyon verimligini arttirmaktadir [58]. Issoku ile transformasyonda her
50 pl kompatent hicre icin 25 ng vektor kullanilmasi gerekmekte oldugu
literatUrce belirtiimgtir [38]. Fakat laboratuar deneyimlerimize gore aaftiimis

vektorlerden transformasyon yapgdida 2-10 ng arasi vektér kullaniimasi
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oldukca yeterlidir. Ligasyon reaksiyonundan gelen vektorlerin
transformasyonunda ise, ligasyon verinilitie b&li olarak reaksiyonun 2 ul’si ile
tum hacim arasinda gigen hacimlerde transformasyon yapilabilir. §eku ile
transformasyon basamaklasegdaki gibidir.

e« -86 °C’den cikartilan kompatent hicreler buzda ~15 dk bekletilerek
cozllurler. Cozulen kompatent hucrelerin lGzerine transforme edilmek
istenen plazmit DNA eklenir ve buzda 30 dk. inklbe edilir.

e Sire sonuna hucreler 42 °C'de 2 dk, buzda 3 dk bekletilerejoksi
saglanms olur.

« Daha sonra hucrelerin tzerine 500 ul LB Broth besiyeri eklenir ve 30 dk
ile 1 saat arasinda 37 °C 180 rpm’de inkube edilir.

« Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 8000 rpm’'de 3 dk ifignedilerek
peletlenir ve supernatant ~100 pl kalaca&kilde dokulir. Kalan
sipernatantda hucreler ¢ozulir ve 100 mg/ml Amfisilin iceren LB Agar
tabaklarina drigalski spattlt kullanilarak yayma plak yontemi ile yayilir.
Ekim yapilan tabaklar 37 °C’de gece boyu inkiibe edilir ve stire sonunda
elde edilen koloniler gozlemlenir.

* Master tabak hazirlanmasi: Transformasyondan sonra transformasyon
tabginda elde edilen kolonilerden igee gore dgisen miktarda (genelde
20-30 arasi) tek koloni secilir ve bu kolonilesahdan cizgilerle karelere
ayrilmis olan LB Agar besiyerinde hazirlanan alanlara ekke37 °C’'de
gece boyu inkube edilir. Ekilen kolonilerin biytmesinden sonra master
tabak +4 °C’de yakkak 1 ay muhafaza edilebilir.

0) Transformant E. coli Kolonilerinin Koloni PZR Yoéntemi ve

Restriksiyon Kesim Kontroli ile Taranmasi

Hedef genin vektére, ligasyon reaksiyonu ile entegre edilmesinin
ardindanE. coli kompatent hticrelerine transform edilmesi sonrasinda bir¢ok
koloni elde edilmektedir. Elde edilen kolonilerden hangisinin istenilen vektor
formunu icerdgi, yani hedef geni iceren vektére sahip oludugunu koloni PZR

yontemi ile hizlica ankalabilir [59]. Koloni PZR ydnteminde Master tabakta
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belirli bir alana ekilmg olan kolonilerden plazmit saffarmasi yapmadan pozitif
kolonilerin belirlenmesi mumkindir. Yontemde ihtiya¢ olan deife hedef gene
spesifik primer ciftidir ve bu primer ciftinifie. coli genomuna non-spesifik oturup
ariin Gretmemesi, yontemin dogru eaiasi icin gereklidir. Primerlerire. coli
genomuna oturup oturmagy koloni PZR'ye negatif oldugu bilinen bir
kolonininde alinmasi ile argdabilir. Yontem basamaklarsagidaki gibidir;

» Temiz bir ependorf tiipe 25 ul steril gbl eklenir.

« Taranmak istenen koloniden 6ze ile stegadktlarda bir mikrar alinir ve
ependorf tipdeki suda ¢ozulur.

e Cozulen ornek kaynayan suda 5 dk inkibe edilir ve sire sonunda buza
alinarak birka¢ dakika beklenir. Ardindan 14.000 rpm’de 2 dk santrifQj
edilen 6rngin supernatant kismindan 20 pl alinarak temiz bpetd
aktarilr.

* Elde edilen 6rnek hem hedef vektori hemée coli genomunu
icermektedir. Bu drnekten 2 pl alinarak, hedef gene 6zgu primerler ile
PZR yapilabilir. Koloni PZR de genelde Taq Polimeraz kullaniimaktadir.
Reaksiyon bilgenleri gagidaki gibidir.

Reaksiyon (25 Ik

Kalip 2 ul
F Primer (2.5 uM) 2.5 ul
R Primer (2.5 uM) 2.5 ul
dNTP kargimi (2 mM) 2 ul
MgCl (25 mM) 2.5 ul
10 Taq Buffer 2.5ul
Taqg Polymerase (5u/ml) 0.2 pl
dH0 10.8 pl

Koloni PZR kurulurken pozitif kontrol ve negatif kontrolde yapilmalidir.
Koloni PZR urunleri, pozitif kontrol, negatif kontrol ve marker DNA ile beraber
agaroz jele yiuklenerek elektroforez edgtimi Elektroforez sonrasinda jel UV
transsmilator ile gorintilenerek beklenen buydklikteki Grind veren koloniler

belirlenmgtir. Belirlenen bu koloniler koloni PZR ile pozitbldugu belirlenen
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kolonilerdir. Koloni PZR sonucunda pozitif belirlenen kolonilere tamamen pozitif
diyemeyiz. Bu nedenle ekstra kontroller yapilmasi gerekmektedir. Bunlardan biri
plazmit izolasyonu ve restriksiyon kesim kontroll ikegedi DNA dizi analizidir.
Koloni PZR’de pozitif belirlenen hiicrelerden QIAGEN plazmid mini kit
ile plazmit izolasyonu yapilrgtir. izole edilen plazmitlerden ~1 pg alinarak,
icerisine klonlama yapilan restriksiyon enzimleri (Pmel-Apal ya da Xhol-Apal)
ile kesim reaksiyonuna alingtir. Kesilen plazmitler agaroz jel elektroforezi
yapilarak UV transsimilatérde gorintilennvie plazmitten beklenen blyuklikte

hedef DNA’'nin salinip salinmagii kontrol edilmitir.

h) DNA Dizi Analizi

Koloni PZR ve restriksiyon kesim reaksiyonu ile pozitif oldug
belirlenen kolonilerden elde dilen plazmitlerin en son kontroli DNA dizi analizi
ile gerceklstiriimistir. DNA dizi analizi ile klonlama yapilan genleris ve 3'
bdlgelerine yakin bolgerlere tasarlagmie genin icerisinden ghriya dogru
yoneltiimis primerler kullanilarak, hedef genin vektor ile bgrhe bolgeleri
kontrol edilmitir.

Dizi analizi “Backman Coulter GenomelLab Dye Terminator Cycle
Sequencing with Quick Start Kit” kullanilarak gercefilelmistir. Dizi analizi
PZR’sinde kalip olarak vektoérler kullanilgtir ve elde edilen reaksiyon trininin
etanol c¢oktirmesi ile saffariimasi kit protokolinde tarif edildi sekilde
uygulanmstir. Saflgtirma klemi verimlilik artisi s&ladigindan manyetik
boncuklar (Agencourt CleanSEQ) ile yapigtm. Saflgtirilan Grinlerin okumalari

dizi analizi cihazi CEQ8000’'de gercekieilmi stir.

1) Konjugatif Tetrahymena Hucrelerine Vektorlerin Elektroporasyon ile

Transformasyonu ve Pozitif Klonlarin Sivi Nitrojende Stoklanmasi

Calsmada yapilandirilan vektorler Tetrahymena hicretetamelde J.
Gaertig ve M. A Gorovsky (1992)'nin yontemi vezdr birka¢ protokoliin beraber
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degerlendirilmesi sonucunda, BioRad Gene Pulser dkettransform edilnstir
[39-41].

Transformasyon deneyinde sivi’dken taze uyandirilngi 4-5 gunluk
Tetrahymena CU428 ve B2086 irki hiicreler kullargtmi Tetrahymena hiicreleri
PPY besiyerinde (100 unit/ml Pen-Strep) gec logaritmik faza kadar buyuttldikten
sonra 10 mM Tris-HCI (pH7.5) ile yikanarak yajtka18-24 saat agia alinmstir.
Aclik siiresinin sonunda hiicreler Thoma lami ile sayilarak mI'de 3hiére
olacak sekilde ayarlanmyi ve daha sonra her iki hicre tipinden dg& @acim
alinarak geny tabanli steril bir erlende biggrilerek calkalamasiz bigekilde 30
°C’de konjugasyona alingtir. Konjugasyonun b#atiimasindan yakkak 1-2 saat
sonra belirli araliklarla, konjugasyon verimfili 1sik mikroskobunda kontrol
edilmistir. Verimlili gin, konjugasyonun yak$gk ~2.-3. saatin sonunda %80’nin
tzerinde olup olmag 1stk mikroskobunda kontrol edilrgtir. Konjugasyonun
verimi istenilen dgerin altinda ise deneye devam edilmemelidir [40].
Hucrelerin nikleer gefimi Hoechst boyamasi ile mikroskopta kontrol ediiini
Konjugasyonun “Makrontkleer Ggiin 1” gelisim evresinde (konjugasyonun ~9-
10. saatinde) huicreler 10 mM HEPES'le yikaginve peletlenerek finalde 1.7x10
hiicre/ml olacalgekilde 10 mM HEPES de ¢ozulntig. Cozulen hiucrelerden 230
ul alinarak, hacmi 250 ul'ye tamamlayacakilde 10-40 pg plazmit (yeteri kadar
plazmit alinarak hacmi 10 mM HEPES ile istenilen miktara getigtimiile
karstirilmistir. Karisim bekletiimeden 4 mm aralikh Gene Pulser (Bio-Rad)
elektroporasyon kuvetine aktarignre atgleme (440 Volt, 25-uF Capacitor, 200
Q) yapilimstir. Ateslemeden 10-60 sn sonra hicrelerin Gzerine 5 mL SSRdri
(250 pg/ml Pen-Strep iceren) eklegtimi Besiyeri eklenen hicreler 12’lik
mikrotiter tabaklarinin 3 kuyusungitolarak bélinerek (~1.67 ml her bir kuyu
icin) 30 °C’de inklbe edilngtir. Yaklasik 12-24 saat sonra htcreler 100 pg/ml
paramomisin baskisina alinghr. Paramomisin baskisina alinan transformant
hicreler 3-4 giun 30 °C’de inkibe ediktii. Stire sonunda hucreler binokuler
mikroskopta kontrol edilerek cani@in devam efii kuyular belirlenmgtir.
Paramomisin baskisi 100 pg/mlPden 800 pg/ml'ye kadar kademeli olarak
cikartilarak, antibiyotik baskisina tam direncli pozitif htcreler belirlgtimi

Paramomisin baskisinda pozitif olarak belirlenen hicrelerden bir miktar alinarak
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PPY besiyerinde buyutulmgtiir. Daha sonra hicreler 2 pg/ml Cgdle
induklenerek ~3 saat inkibe ediktmi ve silre sonunda hicreler flioresan
mikroskopta incelenerek GFPsimasi yapip yapmadiklari belirlengtir
[38,39,41,42]. Paramomisine kadiren¢ gosteren ve yiéflloresan gima yapan
Tetrahymena hticrelerinden sivi nitrojen stogu yagtim3].

Sivi N2 stogu igin Tetrahymena klonlart PPY (2.5 pg/ml Pen-$ti€0
pg/ml paramomisin) besiyerinde ~24 saat buyGtglerdir. Sitre sonunda
hicreler 8.000 rom'de 5 dk peletlenerek 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) achk
tamponunda yikanmive tekrar peletlenerek fangi¢ besiyeri hacminde aclhk
tamponunda ¢ozulmtigr. Acliga alinan hiicreler ~18-24 saat sonra Thoma lami
ile sayilarak ml'deki hiicre sayilari belirlerytimi. Konsantrasyonu belirlenen
hiicrelerden 5x10 kadar hiicre iceren hacim alinarak 8.000 rpm'de 5 dk
peletlenmg ve 3 ml 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)de c¢ozulmilg. Cozilen
hicrelerin tzerine membran filtre ile steril edign® ml %20 DMSO eklenerek
nazikce kawtirilmistir. Homojen hale getirilen karmdan 200’er pl alinarak
karyonejik tuplere bolinmige 30 dk oda isisinda inkibe edgtii Sire
sonunda karyojenik tupler, icersinde 250 ml izopropanol bulunan Myster Frosty’'e
koyulmusve -86 °C’de 4 saat inkiibe ediktii. Inkiibasyon sonrasinda tiipler Sivi
N2’'ye alinmstir. Dondurarak stoklanmasi yapilan Tetrahymena'takrar
uyandiriimak istenginde ise, sivi Nden c¢ikartilan karyojenik ttpler hemen 37
°C’deki su banyosuna koyularak hucrelerin ¢ézilmeglasanstir. Hucreler
¢cozuliince sicakin 37 °C olan PPY besiyerine ekilgnve gece boyu 37 °C'de
inkibe edilmgtir. Daha sonra canlanan hicreler oda sigaidia blylumeye

birakiimistir.

) Flioresan Mikroskop Analizleri

Transformasyon sonucunda elde edilen pozitif Tetrahymena Kklonlari
Leice DM6000 flioresan mikroskobu ile incelenerekilylioresan gima analizi
yapilimstir. Calsmada yapilandirilan vektorlerde, flioresan protanleri CdCh
ile indiklenebilen Mttl promotoru kontrolinde bulunmaktadir [42]. Bu sayede

calisilan genlerin kontrolli bigekilde tretimi mimkindir. pEGFP, pVTtsfGFP,

50



@» ANADOLU UNIVERSITESI

pVsIGFP ve pVTtsfGFP-H vektorleri ile transforme edimetrahymena klonlari
25 ml PPY besiyerine ekilerek ~20 saat 30 °C 120 rpm’de buyUttlmus
Blyuyen hucrelerden 500 ul alinarak ependorf tipe aktarueniizerine 0.5 pl
%20’lik formaldehit eklenerek hucrelerin 6lmesi gemstir. Formaldehit
eklenince hemen klonlardan bir miktar alinarak preparat yapilwe 20X
objektifte GFP filtresinde gorintilengtr. Daha sonra besiyerinde bulunan
hicreler 2 pg/ml CdGlile induiklenmg ve her klon ayri bir steril petri tagma
dokdlmugir. Bu sayede hucrelerin calkalama olmadan yeterioksijenmesi
sglanmstir. Hicrelerin petri tabaklarina aktariimasininedg@bher 20 dk’da bir
flloresan goruntileme yapilaggadan, hucrelerin calkalamali etiive koyulup
ainmasi hem zamansal hemde pratiklik acisinda sorun cikartmasidir. Petri
tabagina aktarim hicrelerin yeterince oksijenlenmesiglaghgindan deneysel bir
soruna neden olmastir. indiikleme yapildiktan sonra her 20 dk'da 500er pl
ornek toplanmy ve formaldehit ile hareketsiz hale getirildiktemnso flliloresan
mikroskopta gorintilenmgtir. Toplamda 240 dk (13 6lcim) dlgiimden sonra elde

edilen gortntiler toplanarak analiz ediktm.

k) CdCl2 ile iIndiiklenen Tetrahymena Klonlarindan Zamana Bagli
Spektral Fliioresan Isima Olgiimii, Toplam Protein izolasyonu ve Ni-NTA

Affinite Saflastirmasi

Canli Tetrahymena klonlarindan spektroskopik flioresan Olgim
yapilarak, TtsfGFP, sfGFP ve EGFP tabanh klonlar arasingiaka ifarklari elde
edilmistir (pVTtsfGFP, pVsfGFP, pEGFP). Tetrahymena klonl&PY (100
png/ml paramomisin, 2.5 pg/ml Pen-Strep) besiyerinde 30 °C, 120 rpm’deikakla
2 gun buyutulmisve hiucre konsantrasyonlari Thoma lami ile sayilardkle
300.000’e ayarlanmgtir. Yogunluklari gitlenen klonlarin her birinden 5 ml
alinarak santrifijlenngi ve hiicre peleti -20 °C’ye kaldirilgtir. Daha sonra yine
her bir klondan 200 pl alinarak UV gecirgen 96’lik microplate’e koyulmes
Molecular Devices Spektramax M2 cihazinda flioresan okuma yaprimi
Flioresan okuma gerleri 488 nm eksitasyon, 510 nm emisyorgeatterinde

yapiimstir. Daha sonra Tetrahymena klonlari 2 pg/ml Gdt@l indiklenmgtir.
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Indiiklenen hiicreler oda sicakhda, orbital calkalayicida 50 rpm’de inkiibe
edilmistir. indilklemeden sonra her 30 dk'da bir klonlardage&5'ml 6rneklem
ainmis ve peletlenerek 20 °C’'ye kaldirilirken, ayni zarnaarterbir klondan
200’er pl alinarak UV gecirgen 96’lik microplate aktargmae flioresan okuma
yapiimstir. Toplamda 180 dk yapilan indikleme boyuncaisdirzaman dahil 7
Olcim yapilmgtir. Sonucta elde edilen glerler grafiklenerek klonlarin arasindaki
karsilastirma yapilmgtir.

Zaman bglh flioresan 6lcim deneyinde yapilan analizler sonde,
deney grublari ile kontrol grublari arasida dramatik farkin elde @didirede
(180. dk) elde edilen orneklemlerden toplam protein izolasyonu yaprimi
Tetrahymena’dan toplam protein izolasyonu Zhang ve Thompson [43] yontemine
gore yapilirken, T100B tamponu kullaniktmr. Tampon icegi soyledir:

Final konsantrasyonu

Triton-X 100 %1
Tris/HCI (pH 7.5) 2.5 mM
EDTA 150 mM
PMSF 2 mM
Proteazinhibat6r Kokteyli 1X - 4X

Indikleme yapilan Tetrahymena klonlarindan elde edieletlerin
Uzerine (25 milyonluk hicre peleti icin 3 ml T100B gereklidir) gerekli miktarda
soguk T100B tamponu eklenip, peletler pipetlenerek Ipoagitr. Cozulen
peletler 5 sn kadar vortekslendikten sonra 10 dk buzda inkibe gdilmi
Inkiibasyon sirasinda ara ara ornekler skatmistir. Stre sonunda 6rnekler
15.000 g 4 °C’de 5 dk santrifij edilgtir. Santrifj sonrasinda sipernatant kisim
temiz tuplere aktariimtir. Elde edilen bu sivi toplam proteindir ve Tetnaiena
proteinlerinin ~%80 nini temsil etmektedir.

Elde edilen toplam proteinlerin icegiliprotein miktari Bradford yontemi
ile tayin edilmgtir [60]. Bunun icin oncelikle protein saffarma tamponu olan
T100B ile standart@i olusturulmugur. T100B nin igei Bradford olgimu igin
tam uygun olmaghindan, tampon su ile 1:10 dilie edildikten sonradaad &ri

olusturulmasinda kullanilingtir. Standart gri icin BSA (Bovine serum albumin)
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proteininden bir seri tartilarak 1:10 dilie ed¢mi100B de cozulmigr ve
Bradford yontemi ile absorbanslari elde edskini Elde edilen absorbaslardan
standart @ri cizilerek, erinin formalu elde edilmitir ve formul ©yledir;
y(absorbans)=0.4222x + 0.005
Burada, “y” yerine Bradford'da elde edilen absorbangedeyazildginda, “x”
yani protein miktari hesaplangnolunur. Bradford olcimu yapilirken, dlcilen
proteinlerde su ile 1:10 dilue edilerek dlciime aligtmi Daha sonra elde edilen
absorbans formilde yerine konarak “x” giei elde edilmjtir. Elde edilen bu
deger dilusyon faktori olan “10” ile carpilarak, elindizki 6rngin mililitresindeki
protein miktari miligram cinsinden elde ediltr.

N-terminalinde 6X His takisi bulunan klonlardan elde edilen toplam
proteinlerden Ni-NTA seferoz tanecikleri ile afinite ssfilanasi yapilmgtir.
Saflastirma Qiagen “The QIAexpressionist 2003” manuelin@egyapiimgtir.
Manuelde Tetrahymena’dan ya dgati siliatlardan affinete saffarmasi gibi bir
baslik olmadgindan, manueldeki mevcutgdir prosedurler modifiye edilmtir.
Naturel sartlarda gercekkgirilen affinite saflgtirmasinda imidazol kullanilarak
saflastirma yapilmgtir. Affinite saflastirmasinda manuelde olmayan T100B
tamponu, icerisine proteinaz inhibator kokteyli konmadan ve igerisindeki PMSF
miktart 1 mM’a indirilerek hazirlanngtir. Tetrahymena klonlarindan satialan
toplam proteinlerden belirli bir miktar alinarak, 4 ml toplam proteine 1 ml %50
slurry Ni-NTA seferoz tanegi olacak sekilde, kargtirilmistir. Karigim
calkalamali birsekilde 2-3 saat +4 °C'de inkibe ediktni. Boylelikle 6X His
takisi bulunan proteinlerin Ni-NTA taneciklerinegtenmasi sglanmstir. inkiibe
edilen protein hazirlanan bir kolona aktarigmve Ni-NTA taneciklerine
baglanamayan fazla sivi kismin akmasglaamstir (F.T). Daha sonra kolona
eklenen 6rnek 4ml x 2 kez yikama solisyonu ile yikatimiYikama sollsyonu
icin hazirlanan T100B icerisine finalde 20 mM olacs&kilde imidazol
eklenmistir. Imidazolin bu yiizdesi 6XHis takili proteinleri Ni-NTA
taneciklerinden ayirmazken, kolonagtemamayan fazla proteinlerin yiknamasini
saglamaktadir. Yikama adiminda kolondan ayrilan ilkk gt W) toplanmgtir.
Yikama gleminden sonra kolona ytklenen Ni-NTA taneciklerindekombinant

proteinler eltiisyon soliisyonu (finalde 250 mM imidazol iceren modifiye T100B)
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ile ¢cozulip alinmgtir. Eliisyon 500 pl x 2 kez yapilgtr. imidazol 6XHis
takisina gore daha kucuk ve Ni-NTA taneciklerine daha fazla afiniteye sahiptir.

Bu sayede rekombinant proteinler kolondan sokulerek ajtrmi

) Tetrahymana Klonlarindan izole Edilen Proteinlerden SDS PAGE
Analizi ve Western Blotlama

Tetrahymenanin pVTtsfGFP, pVsfGFP ve pEGFP klonlarindan zamana
bagl spektroskobikgima deneyinde elde edilen 180. dk toplam proteinieri8
saat induklenen pVTtsfGFP ile pVTtsfGFP-H klonlarindan izole edilen
proteinlerden gt mg’da protein alinarak poliakrilamid SDS jele yeékmis ve
elektroforez edilmgtir. Poliakrilamd jelinin paketleme kismi %5, ayirkami ise

%10’luk dokulmugar. Jel icergi asagidaki gibidir;

Tablo 1. Degisik konsantrasyonlardaki poliakrilamid jel icgii Verilen degerlerdeki miktarlarda
karsim hazirlandiktan sonrgaketleme jeli icin 50ul %10 APS, 10 pl TEMED
eklenirken;ayirma jeli icin 50 pl %10 APS, 5 pl TEMED eklengtir. *Paketleme jeli
icin 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8), ayirma jeli icin 1.5M Tris-HCI (pH 8.8).

% Jel dH20 (ml) %30 Degaz edilmg | Jel Buffer* (ml) %210 SDS (ml)
konsantrasyon Akrilamid/Bis (ml)
%5 5.7 1.7 2.5 0.1
%10 4.1 3.3 25 0.1
%15 3.1 4.3 2.5 0.1

SDS PAGE yapilirken ayni ytklemeden 2 paralel yagtimBunlardan
biri Comassie Brillant Blue ile boyanirkengdiri Western blotlama deneyinde
kullaniimistir. Comassie ile boyanan jel ~1 saat boyandiktamrasodHO ile
jelden fazla boya uzakldariimis ve elde edilen protein bantlari g6zlestini

Western blotlama deneyinde, elektroforez edilen poliakrilamid jel
Western transfer tamponuna alinarak ~1 saat orbital ¢calkalayicida odazsdakli
inkube edilmgtir. Boylece jelinsismesi ile gozeneklerinin biraz daha acilarak,
icerisindeki proteinlerin gegne daha misait hale gelmesi glsamstir.

Inkiibasyondan sonrasen jelin boyutu cetvel ile dlctilmige bu 6Glgliye uygun
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kalin whatman katlari ile PVDF membran kesilgtir. Daha sonra Western
transfer tamponu ile islatiligukalin whatman kétlarindan 3 adet st Uste
koyulmus onun Uzerine metanole batirilarak ylzeyi aktifehgétirilms PVDF
membran koyulmugr (aktif yizi yukari bakacakekilde). Membranin Uzerine
poliakrilamid jel dikkatlice yerlgtiriimis, son olarak jelin Uzerine ise 3 adet
Western tamponu ile islatilgnikalin whatman katlarindan koyulmstur ve
Semi-Dry (yari kuru) Blotlama cihazina yegtigilmistir. Blotlama cihazina akim
olarak, “jelin alani x 0.8” dgerinde mA akim verilerek ~2-3 saat blotlangiemi
yapiimstir. Boylelikle poliakrilamid jeldeki proteinler etérik akimi ile PVDF
membrana gecntir. Blotlama gleminden sonra PVDF membran 1X TBS ile
yikanarak, Western Blocker (W0138, Sigma) ile 1 saat blokigmmBloklama
bittikten sonra membran 4-5 kez 5’er dk TBS-T tamounu ile (1X TBS + %0.05
Tween20) yikanmtir. Yikamadan sonra membran TBS de 1:20 diltie egliim
Western Blocker igerisine eklengnibirincil antikor ile +4 °C’de orbital
calkalayicida gece boyu inkibe edifiti. Deneyimizde birincil antibadi olarak
monoklonal mouse  Anti-GFP  (Roche, katalog  no0:11814460001)
kullanidgimizdan 1:20 dilie Western Blockere'in mlsime 1pl Anti-GFP
eklenerek inktubasyona alingar. Birincil antikor ile inkibasyondan sonra,
membran TBS-T ile 4-5 kez 5er dk yikargtw. Yikama gleminden sonra
membran, 1X TBS ile 1:20 dilue edilgnWestern Blockere’a eklenen anti-mouse
IgG (Sigma, Kat.no: A5225) ile 1 saat oda sigaktia orbital calkalayicida
inkiibe edilmjtir. Inkilbasyondan sonra membran 2 kez 5er dk 1X TBS ile
yikanmstir. Yikamadan sonra membran TMB (T0565, Sigma) meamele
edilerek, ikincil antikorun tzerindeki belirtecin aktif hale getiriimeglaams ve

bantlar gérunttlennstir.

m) Calismada Kullanilan Primerler

FSfGFPsuz 5’ gcgcatatgatgagcaaaggagaagaacttttc 3’
RSfGFPsuz 5’ acgggatcctcatttgtagagctcatccatgec 3’
FSfGFPIu 5 gcgcatatgatgtctaaaggtgaagaattattcactgg 3’
RSfGFPIu 5’ acgggatcctcatttgtataattcgtccatacc 3’
FSfGFPdizi 5’ ggtcctgttttattacctgacaacc 3’
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RSfGFPdizi 5’ ccgttagtagcgtcaccttcacc 3’

FSIGFPsuz-RSfGFPsuz (sfGFP icin) ve FSIGFPIu-RSfGFPIu (TtsfGFP
icin) primer giftleri pUC57 klonlama vektoru igerisindeki sfGFP ve TtsfGFP'nin
PZR ile Uretilereke.coli pET16-b ekspresyon vektériine Ndel-BamHI klonlamasi
icin tasarlanmtir. Her iki vektor ciftinin ileri primerinin 5 uaoda Ndel kesim
bolgesi ile geri primerinin 3' ucunda BamHI kesim bdlgesi bulunmaktadir. Ayrica
bu 4 primerin uclarina, restriksiyon kesim deneylerinde enzimin oturmasi igin
fazladan 3 baz eklensgtir. Yine bu iki primer cifti, Tetrahymena ifade
vektorlerinin kontroliinde (koloni PZR) kullanilgtir. FSIGFPdizi ve RSfTGFPdizi
primerleri TtsfGFP ile sfGFP primerine gore ortak tasarlanolup, genlerin
iclerinden 5' ve 3' uglarina dogru yonlendirigmdizi analizi primerleridir.
Genlerin, vektérde klonlangh bdlgeye yerlgme sekli ve birlesme noktalarinin

teyidi icin tasarlanngtir.
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Ek-7 Sentetik Uretimi Yapilan TtsfGFP ve sfGFP Kasetleri

Tasarimi yapilarak “Shanghai ShineGene Molecular Bio-Technologies”

firmasina Urettirilen TtsfGFP ve sfGFP kasetlgagada verilmitir.

o TtsfGFP Kaseti: 791 b¢ uzunlugundadoyu yazilms dizi TtsfGFP
dizisidir.
5'gtttaaacatgcaccaccaccaccaccacgacgacqacgacaac:t gt ct aaaggt gaagaat t
attcactggtgttgttcctattttagttgaattagacggt gacgttaacggtcacaaattctctgt
t agaggt gaaggt gaaggt gacgct act aacggt aaat t aact t t aaaat t catt t gcact act gg
taaattacctgttccttggcctactttagttactactttaacttacggtgttcaatgettctctag
at accct gaccacat gaaaagacacgacttctt caaat ct gct at gcct gaaggtt acgtt caaga
aagaactatttctttcaaagacgacggt acttacaaaact agagct gaagtt aaatt cgaaggtga
cactttagttaacagaattgaattaaaaggtattgacttcaaagaagacggtaacattttaggtca
caaat t agaat acaact t caact ct cacaacgtttacatt act gct gacaaacaaaaaaacggt at
t aaagct aact t caaaat t agacacaacgt t gaagacggt t ct gt t caat t agct gaccact acca
acaaaacactcctatt ggt gangt cct gt tttattacct gacaaccact acttatctactcaatc

tgttttatctaaagaccct aacgaaaaaagagaccacatggttttattagaattcgttactgctgce

t ggt at t act cacggt at ggacgaat t at ac aaafacgacgacgacaaactcgagtgatgaggoc il
s

» sfGFP Kaseti: 791 b¢ uzunlugundadikoyu yazilms olan dizi sfGFP
dizisidir.

5'gtttaaacatgcaccaccaccaccaccacgacgacdacacaaamlat gagcaaaggagaagaact
tttcactggagttgtcccaattcttgttgaattagatggtgatgttaatgggcacaaattttctgt
ccgt ggagagggt gaaggt gat gct acaaacggaaaact cacccttaaatttatttgcact act gg
aaaact acct gt t ccat ggccaacactt gt cact act ct gacct at ggt gt t caatgcttttcccg
ttat ccggat cacat gaaacggcat gact tttt caagagt gccat gcccgaaggt t at gt acagga
acgcact at at ct t t caaagat gacgggacct acaagacgcgt gct gaagt caagt t t gaaggt ga
tacccttgttaat cgtat cgagttaaaaggt att gattttaaagaagat ggaaacatt ct cggaca
caaact cgagt acaact t t aact cacacaat gt at acat cacggcagacaaacaaaagaat ggaat
caaagct aact t caaaat t cgccacaacgt t gaagat ggt t ccgt t caact agcagaccatt at ca
acaaaat act ccaat t ggcgat ggccct gt cct tt t accagacaaccat t acct gt cgacacaat ¢
t gt cct tt cgaaagat cccaacgaaaagcgt gaccacat ggt ccttctt gagttt gt aact gct gc
t gggat t acacat ggcat ggat gagct ct acaaafacgacgacgacaaacicgagtgatgaggoc il
s

Gri: Pmel kesim bélgesi; Turkuaz: 6X His takiSiiP@mbe: Enterokinaz kesim

bélgesi; ¥aili Xhol kesim bolgesi[Jlillli: Apal kesim bolgesi
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Ek-8 ifade Vektorlerinin Olu sturulmasi

Tetrahymena’da TtsfGFP ve sfGFP genlerinin ifade edilmesi igin,
pUC57 vektorl icerisinde bulunan TtsfGFP ve sfGFP'nin, pVGF vektorine
klonlamalari yapilmgtir. Klonlamada 3 ggt vektor yapilandirilmgtir. Bunlardan
ikisi Pmel-Apal klonlamasi ile oltgrulan pVTtsfGFP ve pVsIGFP iken,
Uclinctsu Tetrahymena hipotetik proteini kodlayan genin (H), pVTtsfGFP’ye
Xhol-Apal klonlanmasiyla olugirulan pVTtsfGFP-H'dir.

pUC57-TtsfGFP, pUC57-sfGFP ve pVGF vektdrlerinin herbirinden ~6
pg alinarak, Pmel (Thermo)- Apal (TAKARA) restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Kesim Urinleri agaroz jele yuklenerek elektrefo edilmgtir. Pmel-
Apal kesiminden gelen 791 b¢ biyuklugindeki Tt-sfGFP ve sfGFP ile ~15 kb
buyukligindeki pVGF jelden kesilgtir (sekil 1). Tim jelden kesilen Grtnler
“QIAGEN QIAquick Gel Extraction Kit (cat: 28706) ile saflaulmistir.

Sekil 1: pVTtsfGFP ve pVsfGFP vektorlerini yapilandirmak icin Pmel-Apal kesimi yapilan
pUC57- TtsfGFP, pUC57-sfGFP ve pVGF vektorlétesime alinan pUC57-TtsfGFP
ve pUC57-sfGFP vektorleri, 791 b¢ buyuglindeki insert ve 2710 b¢ buyuRliindeki
vektor govdesieklinde ayrilmgtir. 791 bg Uyutklgindeki bantlar hedeflenen TtsfGFP

EGFP+Drpl ile ~15 kb buyukgtundeki vektor godvdesine ayrilghwr. Agaroz jel
%0.8'liktir. Agaroz jelin ayirma giict ¢ok etkin olmgchdan ~15 kb buyukgiindeki
pVGF vektdr govdesi Markerin 21226 bg blyEddeki bandi hizasinda oustur.
M. EcoRI-Hindlll Lambda DNA marker (Thermo).
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Saflsstirilan TtsfGFP ile sfGFP, pVGF icerisine Pmel-Apgddnlamasi
ile yerlsstirilmi stir (pVTtsfGFP, pVsfGFP). Ligasyonlar “Molecular Glimg: A
Laboratory Manual” de belirtilen formule goére 3:1 oranda yapilirken [38],
reaksiyon gece boyu 16 °C’de gercakildmistir (enzim olarak NEB T4 DNA
Ligaz kullaniimstir). Ligasyon reaksiyonu sonrasi enzim inaktivasyéirmanin
Onerdgi 65 °C'de 10 dk yerine, 20 dk yapilghr. Cunkl pVGF buyuk bir
vektérdir ve dolayisi ile lzerinde bircok ligaz enzimiglbabulunmaktadir.
Vektorin Uzerindeki tim enzimlerin ayrggndan emin olmak icin enzim
inaktivasyon suresi uzatilgtir.

Ligasyon uriinleri NEB-10 Beta kimyasal kompatent hiicreleringksi
ile transforme edilmstir. Transformasyon sonrasinda transformasyon
tabaklarindan 2@er koloni secilmi ve master tabak yapilgtr. Master
tabaklardaki koloniler, koloni PZR ile tarargtwr. Tum koloni PZR’lerde taranan
her 10 koloniden ortalama 5 kadari pozitif ¢iktm

Yapilandirilan ve koloni PZR de pozitif oldugu gortlen tim vektorler
icerlerine klonlama yapilan enzim ciftleri ile kesilerek ikinci bir kontrolden

gecirilmistiler ve koloni PZR’nin sonucu teyit edilgtir (Sekil 2).

pVTtsfGFP pVsiGFP

M 1K 1Km 2K 2Km 3K JKm 4K 4Km

Sekil 2: Koloni PZR'de pozitif oldgu belirlenen pVTtsfGFP ve pVsfGFP vektdrlerinin Pmel-
Apal ikili kesim kontroli.pVTtsfGFP ve pVsfGFP vektoérlerini iceren farkh klonlardan
2'ser adet alinarak Pmel-Apal restriksiyon kesimine alghmve agaroz jelde hem

kesilmis hem kesilmensi formda yuklenmitir. Fotosraftada goruldgi gibi kesilmi
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olan vektorlerden 791 Dbc¢'lik insertler salinirken, st kisimlarinda ~15 kb
blylkldglindeki vektor govdeleri kalrstir. Kesilmemg vektorlerde konkamegeklinde
ve olmasi gereken yere yakinskauslardir. Ayrica kesilmengi vektér icerisinde farkli
bir vektér kontaminasyonu olmagi gorilmektedir.M. EcoRI-Hindlll Lamda DNA

marker.K. Kesilmis vektor.Km. Kesilmems vektor. Agaroz jel %0.8'likitr.

Pozitif oldugu belirlenen vektér formlarinig. coli klonlarindan birer
tane secilerek buyutulmiye klasik fenol-kloroform yontemi ile plazmit
izolasyonu yapilngtir [38]. izole edilen vektorler TtsfGFP’nin uglarina yakin
konuma gore tasarlangnive iceriden dyariya dogru yonlendirilngi ileri-geri
primerler ile Dizi Analizi yapilmgtir. Boylelikle klonlanan genlerin okuma
cercevesinde olup olmaginin yaninda klonlanan bélgenin uc¢ kisimlarinin
dogruluguda teyit edilnstir.

Yapilandirilan pVTtsfGFP vektori teyit edildikten sonra igerisine
Tetrahymena hipotetik protein geni H, Xhol-Apal klonlamasi ile klonlahmi
Klonlamada pVTtsfGFP ve pGEM-T-H vektorinden ~6 pg alinarak Xhol
(TAKARA)- Apal (TAKARA) restriksiyon kesimine alinngtir. Kesimden sonra
uriinler agaroz jel elektroforezine alinnwe kesim trunleri olan pVTtsfGFP (~16
kb) ile H geni (1668 bcg) agaroz jelde 365 nm’de gdoruntilenerek jelden kesilmi
ve “QIAGEN QIAquick Gel Extraction Kit (cat: 28706) ile saflisulmistir.
Saflastirma Urdnleri yukarida bahsedidi gibi ligasyona alinarak kimyasal
kompatentE. coli Neb-10 Beta hucrelerine 1soku ile transform edilngi ve
devam eden pozitif klon tarama$ekil 3-A) ve vektor teyitglemleri (Sekil 3-B)
diger vektorlerle ayniekilde yapilmgtir.
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Sekil 3: pVTtsfGFP-H vektérinin klonlanmasimda elde edilen kolonilerden yapilan koloni PZR.
A. pVTtsfGFP-H vekétrini icerek.coli klonlarinin koloni pzr sonucuM. Marker
Fermentas GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 75 to 20,000 bp Thermo #SM1331
Negatif kontrol. pVTtsfGFP vekétri, gir klonlar ile aynisartlarda kurulan PCR
sonucu. 2. Pozitif kontrol. pET16b-H (laboratuarimizda 6nceden yapilandirilan bir
vektor) vektorinden, derleri ile aynisartlarda kurulan PCR sonuc®:10. pVTtsfGFP-

H vektdrind icerdii dustinulerek taranan kolonileB. Koloni PZR'de pozitif oldgu
belirlenen A'daki 7. ve 9. kolonilerden izole edilen pVTtsfGFP-H vektorlerinin Xhol-

Apal restriksiyon kesim kontrold.

Sekil 3-A'da 7. ve 9. kuyularda gorulen bantlar, 2iyludaki pozitif
kontrol ile ayni ve 1668 b¢ buyikligindedir. Bucoli klonlarindan saflgirilan
plazmitlerden kurulan Xhol-Apal kesim kontroline bgkiizda (B), beklenen
buyuklik olan 1668 bg¢'de hipotetik H geni ile normalde ~16 kb’'deniass
gerekirken ~20 kb civarinda kag pVTtsfGFP vektori gortlmektedir.
pVTtsfGFP’'nin  beklenenin  Ustinde kogsi, kullanilan agaroz jelin
konsantrasyonunun sahip oldugu ayirim gicuniun buydk DNA’larda etkin

olmamasidir.
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Ek-9 pVTisfGFP, pVsSIGFP ve pVTtsfGFP-H ifade Vektorlerinin Dizi

Analizi

* pVTtsfGFP vektorinde TtsfGFP ile rpl29 terminasyon bdlgesinin
birlesiminin dizi analizi
agacgacgacgacaaactcgagtgatgagggcccaacaaacaaccaaccaaaactictaticataaattatac
taaactatatgctcatatatcatacaaaatatcatattttttaaatgccatatatatgtgcgtgtactttatt
taaatttttaactcaaaactatttticatataaacttattcattcttccctataacttaacaacaacgaaaaa
aaaaaaatacttctcaaatattcaaaacaaatatttttacatttttctaattccaaatacaaaatgtaaacaa
atattcaaaatttttaaataaattaattaatgaatgaatgaatgtatctttgttaatttcaaaataattttga

tgttcattcaatcagtcaaataatgaaaacttctcaaccttaaactcattaatatttaatttcgtataataaa

tcaaatttataaatagtagttatttaatcccttcataagtaattttgagcaataaat

Sari golgeli kisim TtsfGFP kasetinin bitim bélgesidir. Gri golgeli alan ise
rpl29 geni terminasyon dizisidir. Geri kalan dizinin ise Blast analizi yap fiakat

analiz sonucunda verilen diziye benzer bir dizi elde edilrgmi

*  PpVTtsfGFP vektérinde Mttl protmotoru ile TtsfGFP hirtee bolgesinin

dizi analizi

aattatttgtaaatctttitatitctgataaaaaatataaattgattgactcatgatttaaatcatgagtcaa
cctaactaattttcaaaattcttctatictaaaatatagatgtgattcttgaatctctctigaatataaagta
attttttatatttctgatataattcttagctacgtgattcacgatttatgcaatgatccatataaaataatgt
aaatagtgtatatatatatattcgtcttttitatictitatataatttaaaaaaattaaaaaaatttaataaa
gctctaataaaataaataataatactaaacttaaaatagtttaaacatgcaccaccaccaccaccacgacgac
gacgacaaaatgtctaaaggtgaagtaattattcactggtgtgttcctattttag

Yukarida verilen dizi analizi sonucunda Gri golgelendirgirdizi Mttl
promotoru, yeil golgelendiriimi dizi ise TtsfGFP kasetidir. Elde edilen
okumanin Mttl-TtsfGFP dizisi ile dikey hizalamasagada verilmitir.

Mtt1-TtsfGFP ~ CAATTTATTTCTAAAAAATATTTAAAAATAAAAAATAATAAGGGTTTTGAATAACTCCTT 60
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ TAATTTAAATACACATTTTTAAATTTTTTTTAGCTCTTTAAATATTCATAAAAATAAAAA 120
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ ATAACTAACTAAAAATAAATAAAAAGATAATAATGATTAAAGGTATAATACTGAATAAGA 180
okuma

Mtt1-TtsfGFP AAAAACATAATAGAGTACTTATTTTTTATATCACTATTTTTAATATCTTGAAAGCAAAAC 240
okuma

Mtt1-TtsfGFP TTTTTTATATATCTTAAAATATATTGTATCGTTTATTCAATTATTTTCTTTAAATTTCAA 300
okuma
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Mtt1-TtsfGFP ~ ATATATTGATAAAAAAGATGACATGTTTTTTAAAGAAAACATGAAATATAAAATAGATAA 360
okuma

Mttl-TtsfGFP ~ ATATCAATTATTTTATTTATTAAATATATAAGCTGCTCAAAACATAGCTCATTCATCAAT 420
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ TATAATATGTGAATCATTAATTTTCAAAATATTACTCATTATTTAGGCTATCATTTATTT 480
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ TTTATTTTCAATTATCCGTTTCTATTATATTTTAATATTAAGTTGTGATTCTTGAATTTT 540
okuma

Mttl-TtsfGFP ~ GTGTCATGAATTATTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACTC 600
okuma - AATTATTTGTAAATCTTTTTATTTCTGATAAAAAATATAAATTGATTGACTC 52

Mtt1l-TtsfGFP ~ ATGATTTAAATCATGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAG 660
okuma ATGATTTAAATCATGAGTCAACCTAACTAATTTTCAAAATTCTTCTATTCTAAAATATAG 112

Mtt1-TtsfGFP ~ ATGTGATTCTTGAATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCT 720
okuma ATGTGATTCTTGAATCTCTCTTGAATATAAAGTAATTTTTTATATTTCTGATATAATTCT 172

Mtt1-TtsfGFP ~ TAGCTACGTGATTCACGATTTATACAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTGTATAT 780
okuma TAGCTACGTGATTCACGATTTATGCAATGATCCATATAAAATAATGTAAATAGTGTATAT 232

Mttl-TtsfGFP  ATATATATTCGTCTTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAA 840
okuma ATATATATTCGTCTTTTTTATTCTTTATATAATTTAAAAAAATTAAAAAAATTTAATAAA 292

Mtt1-TtsSFGFP  GCTCTAATAAAATAAATAATAATACTAAACTTAAAATAGTTTAAACATGCACCACCACCA 900
okuma GCTCTAATAAAATAAATAATAATACTAAACTTAAAATAGTTTAAACATGCACCACCACCA 352

Mitl-Tisf(GFP  CCACCACGACCACCACCACARAATCTCTAAACCTCAACAATTATICACTEGETGTTGT TC 959
okuma CCACCACGACGACGACGACAAAATGTCTAAAGGTGAAGTAATTATTCACTGGTGT-GTTC 411
Fkkk

Mtt1-TtsfGFP  CTATTIITAGTTGAATTAGACGGTGACGTTAACGGTCACAAATTCTCTGTTAGAGGTGAAG 1019
okuma CTATTTTAG 420

Fokdkdkkkok

Mtt1-TtsfGFP ~ GTGAAGGTGACGCTACTAACGGTAAATTAACTTTAAAATTCATTTGCACTACTGGTAAAT 1079
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ TACCTGTTCCTTGGCCTACTTTAGTTACTACTTTAACTTACGGTGTTCAATGCTTCTCTA 1139
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ GATACCCTGACCACATGAAAAGACACGACTTCTTCAAATCTGCTATGCCTGAAGGTTACG 1199
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ TTCAAGAAAGAACTATTTCTTTCAAAGACGACGGTACTTACAAAACTAGAGCTGAAGTTA 1259
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ AATTCGAAGGTGACACTTTAGTTAACAGAATTGAATTAAAAGGTATTGACTTCAAAGAAG 1319
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ ACGGTAACATTTTAGGTCACAAATTAGAATACAACTTCAACTCTCACAACGTTTACATTA 1379
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ CTGCTGACAAACAAAAAAACGGTATTAAAGCTAACTTCAAAATTAGACACAACGTTGAAG 1439
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ ACGGTTCTGTTCAATTAGCTGACCACTACCAACAAAACACTCCTATTGGTGACGGTCCTG 1499
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ TTTTATTACCTGACAACCACTACTTATCTACTCAATCTGTTTTATCTAAAGACCCTAACG 1559
okuma

Mtt1-TtsfGFP ~ AAAAAAGAGACCACATGGTTTTATTAGAATTCGTTACTGCTGCTGGTATTACTCACGGTA 1619
okuma

Mtt1l-TtsfGFP ~ TGGACGAATTATACAAAGACGACGACGACAAACTCGAG 1657

* pVsIGFP vektora ile yapilan dizi analizinde primerlerden kaynaklanan
sorun nedeniyle anlamh sonu¢ elde edilenggmi Fakat restriksiyon kesim
kontrollerinde duizgin kesilmesi, kontrol PZR’lerde beklegildjibi bant elde
edilmesi, Tetrahymena’da yapilan deneylerde fonkisyonel protein gézlenmesi gibi
sonuglarin elde edilmesi pVsfGFP vektorinin beklegildgibi oldugunu

gbstermektedir.
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Ek-10 Tetrahymena Klonlarinin CdClz ile Indiiklenmesinin Ardindan

Zamana Bagl lsimalarinin Mikroskobik Kar silastiriimasi

Tetrahymena klonlari PPY besiyerinde (100 pg/ml paramomisin)
blyutuldikten sonra klonlardan 500 pl alinarak, 0.5 pl %20 formaldehit ile
oldaralmus ve preparatlanmgtir. Yapilan preparatlar Leica DM6000 Flioresan
mikrasokopta 20X objektifte GFP fitresinde goruntilegtmi Elde edilen bu ilk
goruntuler sifirinct zaman olarak kayit edigtim. Daha sonra kalan hicreler 2
pg/ml CdCh ile induklenmg ve induklemeden sonra her 20 dk’da bir tim
klonlardan sifirinci zamandaki gibi preparat hazirlanarak flioresan mikroskopta
goruntilenmgtir. Toplamda 240 dk sdrdurilen deneyde elde editém
goruntiler kil ’de verilmistir.

Sitoplazmik protein olan EGFP, TtsfGFP ve sfGFP kendi aralarinda
degerlendirildiginde en erken ve en fazlgimaya sahip olan klon TtsfGFP
klonudur. TtsfGFP 20. dk’dan itibaren haf§imaya balarken, sfGFP ve EGFP
60. dk'da simaya balamistir. TtsfGFP henlz 100. dk’da iken flloresan
goruntileme agisindan parlgklidoygunluga ularken, stGFP ve EGFP 200-220.
dk’larda ulgtigi gorimektedir. TtsfGFP’nin 100. dk’dan itibaren igpabldugu
flioresan gima gucine ve parlakina sfGFP ve EGFP deney slresince
ulasamamstir.

Deneyde kullanilan Leica DM6000 flioresan mikroskobunun kamera
sistem kalitesi diigk oldugundan; GFP filtresinde yapilan goruntilemedg! ye
renkte olmasi gereken goéruntiyl turkuaz renkte gostermektedir. Elde edilen
fotograflar, Tetrahymena’larin  flloresan mikroskopta dgmi orijinal

goruntiistine uygun olarak “PhotoScape 3.6.3” programi ile renklendtirlmi

64



@) ANADOLU UNIVERSITESI

65



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil:

CdCb (2 pg/ml) ile induklenerek her 20 dk’da bir goriintilenen Tetrahymena klonlari.
Leica DM6000 flioresan mikroskobunun kamera sistemi yetersizzwidian, ysil
Isimaya sahip olan Tetrahymena hicreleri turkuaz renktgridftanmstir. Elde edilen
fotograflar, Tetrahymena’larin flioresan mikroskopta gorilen orijinal goriintisine

uygun olarak “PhotoScape 3.6.3” programi ile renklendigtimi
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Ek-11 Tetrahymena Klonlarinin CdClz ile Indiiklenmesinin Ardindan

Zamana Bagl lsimalarinin Spektroskopik Karsilastiriimasi

Tetrahymena TtsfGFP (pVTtsfGFP), sfGFP (pVsfGFP) ve EGFP
(PEGFP) klonlart PPY (100 pg/ml paramomisin) besiyerinde buyutihaglis

hiicre konsantrasyonlari 300.000 hticre/ml'ye ayarlandiktan sonra klonlar 2 pg/ml

CdCk ile induklenmitir. induklemeyle birlikte sifirnci zamanda dahil her 30

dk’da bir Molecular Devices Spektramax M2 cihazinda 488 nm ekisitasyon / 510

nm emisyonda flioresan okuma yapgim Deney 3 bgamsiz tekrarseklinde

yapilims ve elde edilen flioresan olcimlesegida verilmitir (Tablo 1).

Tablol: CdCbh ile induklendikten sonra zamana gha olarak flioresan simasi o6lgilen

Tetrahymena klonlarindan elde edilen élcirpetteri.

1. Tekrar
0 dk 30 dk 60 dk 90dk | 120dk | 150dk | 180 dk
TtsfGFP | 155,873| 197,83| 580,12 1004,516730,478 2690,553 4138,104
sfGFP 484,559| 491,799 761,446 912,606 1148,35216,686 2086,915
EGFP 271,807| 157,002 512,539 628,71 843,812 1152,1401,793
2. Tekrar
0 dk 30 dk 60 dk 90dk | 120dk | 150dk | 180dk
TtsfGFP | 474,364| 431,489 618,176 1069,99871,059 3416,058 4437,619
sfGFP 508,265| 504,075 566,958 809,546 1161|22 1650,28B0,569
EGFP 422,369| 430,64| 450,406 512,41 596,089 806,015 1175,6
3. Tekrar
0 dk 30 dk 60 dk 90dk | 120dk | 150dk | 180dk
TtsfGFP | 570,11 | 561,105 725,59F 1194,981987,195 3098,498 4402,661
sfGFP 573,603| 566,797 580,029 623,023 739,27 900,678 1632,425
EGFP 577,49 | 519,728 555,260 614,68 794,012 944,709 1224,992
Ortalama
0 dk 30 dk 60 dk 90dk | 120dk | 150dk | 180dk
TtsfGFP | 400,1157 396,808| 641,29971089,832 1929,577| 3068,37| 4326,128
sfGFP | 522,1423 520,8903 636,144| 781,725 1016,281289,217 1936,636
EGFP |423,8887 369,1233 506,0713 585,2667 744,6377, 967,623 | 1300,795
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Bagimsiz tekrarlar ile 3 kez tekrarlanan deneyde etllere spektoskopik
okumalarin ortalamasi alindiktan sonra hata barlariyla beraber cizggi grafi
cizilmistir (Sekil 3.4).
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Ek- 12 TtsfGFP ve sfGFP Genlerinin E. colHiicrelerinde ifade Edilmesi

Tetrahymena’ya kodon uyumu vyapilan TtsfGFP ve sfGFP genleri,
sentetik olarak Urettirilip pUC57 vektoru icerisinde aligini Tasarlanan protein
lokalizasyon-affinite kaseti i¢serisindeki bu genlesglevselliginin kontrold igin,
her iki gen ATG bgla ve TGA bitir kodonlari sinirlarindan itibaren Sdel, 3'
BamHI kesim bdlgesi bulunan primerler ile Uretilerek, pET-16b ifade vektérine

klonlanmstir.

4’%
Pl E His \/_F> Superfolder GFP Frteralinas  Xhe | Apral
F HF

AT AT G R "),s} TGATGA

Sekil 1: pUCS57-TtsfGFP ve pUC57-sfGFP vektorlerinden TtsfGFP ve sfGFP’nin ileri ve geri
primerler ile Uretilmesi. Her iki gene de F primeri ile 5' Ndel, R primeri ile 3' BamHI

kesim bolgesi yerkgirilmi stir. Uretilen triin 729 bg'dir.

Sekil 1'de goruldugu gibi Oretilen TtsfGFP ile sfGFP, Ndel-BamHI
kesiminde alinmgi ve yine ayni enzimlerle kesilmipET-16b ifade vektorine

klonlanmstir.
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Sekil 2: TtsfGFP, sfGFP ve pET16b Ndel-BamHI restriksiyon enzimleri ile kegAmiltsfGFP
ve sfGFP’nin Ndel-BamHI ikili kesimi. M: EcoRI-HindIll Lamda DNA markds. V.
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Igerisine Ndel-BamHI klonlamasi ile sfGFP klonlagnpET-16b vektorunin Ndel-
BamHI kesim reaksiyonu. M. GeneRuler DNA ladder (R0491, Thermo).

Sekil 2-A’de goruldigu tzere PZR ile Uretilgnolan TtsfGFP ve sfGFP
Ndel-BamHI restriksiyon enzimleri ile kesiljmve uclari trglanmstir. Kesilen
drdnlerin buyukligt 723 be’dir. Ayngekilde, igerisinde sfGFP bulunan pET-16b
vektori Ndel-BamHI restriksiyon enzimleri ile kesignve Sekil 2-B “V”
kuyusunda gorulen dstteki 5711 b¢’lik Griin elde editmiRestriksiyon enzimleri
ile kesilen tim drdnler jelden kesilerek “QIAGEN QIAquick Gel Extraction Kit
(cat: 28706) ile saftauriimistir. Saflgtirlan Grinler T4 DNA ligaz ile 3:1 oranda
ligasyona alinmi (pET-16b-TtsfGFP ve pET-16b-sfGFP) ve ligasyon letin
kimyasal kompatente.coli BL21(DE3) ekspresyon konakcgisina koku ile
transfome edilngtir. Transformasyon sonucunda elde edilen kolomilengfif
yesil 1simaya sahip oldgu gorulmugur (gun $1g1 altinda). Yail 1simaya sahip
olan kolonilerden her iki klon icin birer adet seci§mie LB broth (amfisilin
iceren) besiyerine ekilgtir. Gece boyu 37 °C’de 200 rpm’de calkalamali dtara
bayatulen hicreler, 1 mM/ml IPTC ile indiklenywvie ~3-4 saat inkiibe edilgtir.
Inkiibasyondan sonra hucreler peletlestimi Elde edilen hicre peletlerinden
Qiagen The QIlAexpressionist (2003) manueline gére hem toplam protein hemde
Ni-NTA affinite saflagtirmasi yapilmgtir (Sekil 3).

Sekil 3: Ni-NTA affinite saflatirmasi ile saflgtirilan TtsfGFP ve sfGFP proteinle$ekilde,
saflastirilan proteinlere ait birinci elisyon (1 E), ikinci elisyon (2 E) ve yikamada (W)

elde edilen drnekler verilgtir. K. Affinite saflastimasi igin yapilan kolonlar.

Elde edilen 6rneklerden birinci elisyonlar ile birinci yikamlar UV kutusunda 365
nm eksitasyonda goruntulergtii (Sekil 4).
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116.2
97.4

TtsfGFP1E TtsfGFPW sfGFP 1E sfGFP W

| |

Sekil 4: E. coli klonlarindan Ni-NTA affinite ile safkdirilan TtsfGFP ve sfGFP’nin, birinci

elisyon (1E) ve birinci yikamalarda (W) elde edilen 6rneklerin UV kutusunda 365 nm

ekistasyondaki goruntileri.

PET-16-b vektorine klonlanan TtsfGFP ve sfGFP’nin 5' uglarinda 6XHis

bulunmamasina ganen, bu proteinlerin N-Terminaline vektdrden gelexH&

takisi yerlemistir. Bu sayede TtsfGFP ve sfGFP affinitik saflalmistir.

kDa |8
200

bb.d

31

215

Sekil 5:  E.coli pET-16b-TtsfGFP ve pET-16b-sfGFP klonlarindanssdiiilan toplam protein ile

Ni-NTA affinite safsatimasiyla elde edilen proteinlerin SDS PAGE ve Western blot
analizi. . 1. pET-16b-TtsfGFP den saflarilan toplam protein2. pET-16b-TtsfGFP
toplam proteininden Ni-NTA affinite safjarmasi ile saflstirilan TtsfGFP 3. pET 16b-
sfGFP’den safatirilan toplam proteind. pET-16b-sfGFP toplam proteininden Ni-NTA
affinite saflgtirmasi ile saflgtirlan sfGFP. N.K: Transform olmangi E. coli
BL21(DE3)'in IPTG ile induklenmesinden sonra sstflalan toplam proteinA. SDS
PAGE analizi. M. Biorad Standart protein markdéd. Western blot analizi. M.

Kaleideskop Western marker.

Sekil 4'de goruldugu Uzere hem toplam proteinde hem de Ni-NTA

affinite saflastirmasinda rekombinant Uretilen TtsfGFP ve sfGF®rifteolarak
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~26 kDa olmasina kan) 31 kDa buytkluginde gorulmektedir. Beklengidgibi
Uretilen rekombinant proteinin TtsfGFP ve sfGFP old§gkil 4-B’de goriilen ve
monoklonal Mouse Anti-GFP/anti Mouse antikorlari ile yapilan Western blot
deneyinde teyit edilmgtir. SDS PAGE de oldiu gibi 31 kDa'da elde edilen
bantlarin yaninda, ~60 kDa civarinda (1, 2, 3, 4 kuyularinda) zayif bantlarda elde
edilmistir. Bu elde edilen zayif bantlar, dimer diugmus TtsfGFP ile stGFP’dir.

Sonug olarak tarafimizca tasarlanan ve sentetik Urettirilen TtsfGFP ile
sfGFP genlerininsievsel oldugu teyit edilmgtir. Bunun yaninda Tetrahymena'ya
tamamen kodon uyumu yapilan TtsfGFP’nin, ytuksek oraBda&oliye kodon
uyumlu sfGFP ile neredeyse ayni oranda Urgiildjorilmis ve tasarlanan

TtsfGFP’'nin, E. colde uretiminde bir kisitlama olmagligosterilmitir.
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Ek-13 Konuya Genel Girig

Flioresan proteinler belirli bir dalga boyunda uyarildiklarinda,
uyarildiklari dalga boyundan daha dks enerjili flloresan sima veren
proteinlerdir.ilk kez Japon bilim adami Osamu SHIMOMURA’nin, 196nga
denizanasiAequorea victoria’da Y@l Flioresan Proteini (wild type Green
Fluorescent Protein; WT-GFP) fetmesiyle birlikte, bu fllioresan proteinlerin
biyoloji alanindaki kullanimi bdamis ve gunimuizde oldukca yaygighaustir
[14-16]. GFP; tek zincirden olag, yapisinda 11B3-plaka ile 4 a-sarmal
katlanmas! bulunan 238 aminoasit (a.a.) uzunlugunda bir proteindir. GFP’nin
katlanmg 3B yapisi,p-katlanmalariyla oluan ficr'ya benzer silindirik§-fi¢i) bir
yapidir [17]. Silindir yapinin merkezindeki 65Ser-66Tyr-67Gly aminoasitleri
kromatofor yapi olugirur ve bu kromatofor yapi flioresapmayi gerceklgtiren
bolgedir. Flioresan proteinlegima yapmak igin bir substrata ihtiyag duymazlar.
Belirli bir dalga boyunda sin ile uyarilma durumunda kromatofor yapi
“cOzunmus oksijenin” varliginda otokatalitik oksidasyon déngusine girerek,
uyarildigi dalga boyundan daha az enerjili ve dalga boyu dabla olan gima
yapar [15,17,18]. Flioresan proteinlerigmasi igin kritik etmenlerden biri
¢ozUnmus oksijen iken, dier ©Onemli etken proteinin dogru katlanarak
sitoplazmada ¢ozunebilir formda olmasidir. Clnki dogru katlanmayan flioresan
proteinler ortamda ¢ozinmuigksijen olmasina pgnen slyamazlar ve agregat
halinde (inklusyon yapilar) ¢cokelirler [16].

Flioresan proteinlebircok amac¢ dogrultusundan vivo sistemlerde
kullaniimaktadir. Bunlardan bazilari; protein Uretim paterninin analizi, protein-
protein etkilgimi ve proteinlerin organellere lokalizasyonu, higgle anatomi
belirleme, hicre tanimlama ve hicresel-fizyolojik sureclerin goruntilenmesi
olarak siralanabilir. Ozellikle protein-protein etkilai ve proteinlerin organellere
lokalizasyonunun goéruntilenmesi deneylerinde, farkl renklerde fllioresan protein
takisi eklenmy farkli proteinlerin etkilgimi (Fluorescence Resonance Energy
Transfer, FRET) veya protein-organekkisinin tanimlanmasi yapilabilmektedir
[15,16,50,61-63]. Hedef proteininin 6ntne (N- terminal tag) veya arkasina (C-
terminal tag) GFP gibi flioresan proteinler ystilderek olugurulan birlgik
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(fuzyon)-proteinler ile hiicre ici veya organel lokalizasyonu belirlenebilmektedir.
Bir protein hiicre icerisinde tek fllioresan protein takisi ile gorintilengibgiidbi;
bazi calgmalarda birden fazla proteinin durumu farkl renkigoresan protein
takilan ile @zamanh olarak gortntilenebilmektedir. Lokalizasydaneyleri
tasarlanirken, hedef proteinin katlanmasinda zorluk yaratmayacak veya hiicre ici
yonlendirici sinyal dizisini bloke etmeyecek protein ucuna taki takilmaldir.

Yabanil GFP ile yapilan camalarda, cafilan ortamin pH dgeri,
sicakligi gibi etmenlerin GFPsimasina etki etgi gorulmugir. Bu nedenle GFP
proteininin amino asit dizisinde yapilan mutasyonelsqahlar neticesinde yabanil
GFP’'ye gore daha hizli katlanan, daha parfaka veren, dasik pH araliklarina
adapte GFP varyantlari elde ediktm. Ayrica 65Ser-66Tyr-67Gly kromatofor
dizisi ile bu yapiyl cevreleyen aminoasitlerde yapilan bazi kritig sdeikler,
farkli renkte gima yapan GFP varyantlarini olugmugur [15,19-21]. 2006
yilinda Pe"delacq J.D ve ark. tarafindan bilinen GFP mutantlarinasgeegicu
arttinlmig, agregasyonu minimize edilgni asitlige kagi direnci yukseltilmg,
katlanma hizi ve ¢ozunurlag arttirikrolan yeni bir mutant; Superfolder GFP
(sfGFP)’ ismiyle gelitirilmistir [23—25]. Gelgtirilen bu yeni GFP varyanti ile
hem sitoplazmik pH'da hemde endoplazmik retikulum, bakteri periplazmasi gibi
oksidatif ortamlarda caimalar yapilabilmektedir. @er GFP mutantlarinda
oldugu gibi, sfGFP’de flizyon olarak Uretifdi proteinin ¢ozunarligini
arttirmaktadir. Bu 0zelfiinin yaninda zayif katlanma potansiyeli olan ve
¢ozundrligh az olan bazi proteinlerle, sfGFP flizyon olaraktildirgnde;
SfGFP’nin yaninda Uretil@gi proteinin katlanmasina yardim gitive boylelikle
¢cOzundrliglnu arttirgs da rapor edilmiir [23,26]. sfGFP’nin sahip oldugu
ozellikleri neticesinde, hem protein lokalizasyon deneylerinde hemde rekombinant
protein tretiminde kullanilabilir bir taki olduguna karar vergtimi

Bazi turlerde flioresan proteinlerin direk taki olarak kullanimi, kodon
sozlugl ve kodon kullanim frekans farkhliklarindan dolagrluklara neden
olabilmektedir. Protein dretiminde, gen kagnarganizma ile protein Uretilen
konakgl organizma arasindaki kodon sozlugi/kullanim grikh farkh olmasi,
translasyon gamasinda problemlere neden olabifgeden, flioresan protein gen

dizisinin kodon tercihi, mutasyonel dizeltmelerle hedeflenen konakcinin kodon
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kullanim siklgina uyumlu hale getirilmelidir [30—34]. Cunku konakgerisinde
isleyen translasyon makinesi hedef mRNA’'da nadir kadogeldginde;
translasyonun yagimasi, translasyonda cerceve kaymasl, yaaminoasit
eklenmesi veya translasyon sonlanmasi olabilir [45,64] . Bu gibi problemler hedef
gende bulunan nadir kodonlarin sayisina ve konumuna gdienuktedir.
Ozellikle proteinlerin Amino ve Karboksil uglarina yakin bulunan, yani hedef
proteini kodlayan genin 5' ile 3' uclarina yakin konumda gea bulunan birden
fazla nadir kodon, translasyon da aksakliklara neden olabilmektedir. Piyasada
bulunan GFP ve GFP mutantlari genellilischerichia colive insan kodon
sozlugline uyumludur. Dolayisiyla; bu canlilarsidda bir konakg¢i ile
calisildiginda; hedef genlerin kodon kullanim sgkhin sessiz mutasyonlar ile
konakg! canliya gore adapte edilmesi, hedef proteinin Gretiminde verimi arttirmak
icin gereklidir.

Projemizin model organizmasi olan Tetrahymena thermophila; 6karyotik,
silli ve tek hicreli, klasik biyoloji, molekiler biyoloji ve biyoteknoloji alaninda
kullanimi arts gosteren, makrocekirdek genom projesi bjtoir organizmadir
[1]. Biyolojisi oldukca fazla agturilan T. thermophila 3-4 saatte bolinen, tretimi
ucuz, steril ve yuksek yoinlukta kiltirizasyonu yapilabilen, biyolistik silakya
elektroporasyon ile transform edilebilir bir canlidir. Ayrida thermophila,
heterolog protein dretiminde (6rgie insandan), Uretilen bazi kompleks
proteinlerin olgunlamasi icin gerekli translasyon-sonrasi modifikasyonla
(disulfid balarinin olugurulmasi, glikalizasyon v.b.) gercekieebilmektedir. Bu
Ozellikleri ile T. thermophila dier Okaryotik protein uretim konakgilarina
aternatif olugurmaktadir [2].

T. thermophila’da bircok proteinin GFP ve mutantlari ile C- veya N-
terminal flzyonlar olugrularak protein lokalizasyonu gerceiidalmi stir
[4,6,7,10,11]. Bu cajmalarda kullanilan GFP mutantlari; genellikle sadece
Isimas! guclendirilmi GFP mutandi olan EGFP ve dsRED flioresan protein
varyanti olan mCherry'dir [5,10,11]. Tetrahymena'da protein lokalizasyon
calismalarinda tasarlanan flizyon proteinlerin yapisi, esad mikroskobik
goruntilemeye uygundur. Fakat yapilan protein lokalizasyorsngalarinda

flioresan gimanin, 6zellikle indtklenebilir sistemlerde, ne &adhizli olugugu
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yani indiiklemeden sonra kacginci saatte elde edilgbidinmemektedir. sStGFP
gibi katlanma hizi, stabilizasyonu ve@imasi EGFP’ye gore arttirlignbir GFP
mutandinin, bu organizmada kullangdibir lokalizasyon ardirmasi heniz
literatirde bildirilmemitir. Bunun yaninda; homolog ya da heterolog uretilen
flioresan takili hedef proteinler genel olarak afinitik saflmmaya uygun olarak
uretiimemektedir. Cunkil flioresan proteinler, Maltozlaama proteini (MBP)

ile Glutatyon S Transferaz (GST) afinite takilari gibi belirli bir ylizeye ya da
liganda afinite gostermeginden afinitik kolon saflgtirmasinda kullanimi
mumkun dgildi. Fakat Chromotek firmasinin gikagdiyeni bir sistem sayesinde
(GFP-Trap), GFP’lerin imminoprispitasyonu GFP sipesifik monoklonal antikorlar
ile mumkin hale getirilngtir [49]. GFP-Trap yonteminde belirli bir yluzeye
sabitlenen GFP antikorlari, GFP ve GFP ile fluzyon halindeki proteinlerin
saflgtirmasinda etkili sonuglar vegi bildiriimis ve Tetrahymena alaninda
yapilan bir cakmada da uygulamasi yapikor [8,49]. Baka bir alternatif
olarak, ger flioresan proteinlerin uygun ucuna 6X Histidikisa eklenirse; hem
proteinin katlanmasinda bir engel yaratmayacak, hemde fllioresan proteinlerin
affinitik saflastirlimasi mumkin olacaktir. Bgekilde tasarlanan bir flioresan
takinin, hem lokalizasyon cginalarinda hem de rekombinant proteinlerin afinitik
saflastirilmalarinda gzamanl kullanimi mimkin olamaktadir [27-29].
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