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Deoksiriboniikleazlar, ¢ift ya da tek iplikli DNA molekiillerini kesen dizi
bagimsiz enzim grubudur. Bu enzimlerin in vivo da, apoptosis sirasinda DNA
parcalanmas1 ve yabanci DNA’larin hiicre icine girisini onlemek gibi cesitli
biyolojik gorevleri vardir. In vitro’da ise RNA ve protein izolasyonu gibi rutin
laboratuar ¢alismalarinda DNA kontaminasyonunu onlemek i¢in DNaz kullanilir.
Tek hiicreli 6karyotik silli Tetrahymena thermophila, sistem ve molekiiler biyoloji
calismalarinda yaygin sekilde kullanilan iyi tanimlanmig, ancak DNaz enzimleri
yeterince arastirilmamis bir model organizmadir. Yasam dongiisii; vejetatif, aglik
ve konjugasyon olmak iizere {ii¢ evreden olusmaktadir. Son yillarda
Tetrahymena’nin Okaryotik protein iiretim konakgisi olma potansiyelinin artmasi
nedeniyle, DNaz aktivite tanimlamasinin yapilmasi énem arz etmektedir. Cilinkii
yiliksek DNaz aktivitesi bir organizmanin DNA ile transformasyonunu zorlastiran
bir parametredir. Bu tez calismas1 kapsaminda Tetrahymena genomunda yapilan
biyoinformatik taramalarla olas1 5 adet DNaz II genlerinin DNaz II’lere 6zgi
katalitik TxDHSKW motifi tasidigi bulunmustur. Tetrahymena DNaz 11
proteinleri ile yapilan filogenetik analizler ise bu grubun yiiksek Okaryotlarin
DNaz II’lerine gore atasal karakterler tasidigini ortaya koymustur. Deneysel
olarak; a¢ ve vejetatif (tok) Tetrahymena hiicrelerinin DNaz aktivite
karakterizasyonu toplam protein lizerinden zimogram analizi ile gergeklestirilmis
ve 28-69 kDa araliginda 5 farkli aktivite band1 belirlenmistir. Ayrica maksimum
DNaz aktivitesi pH 5.0 civarmda gdriilmiis olup Mg™ iyonunun pH 7.5°te
gozlenen aktivite bantlarim1 6nemli derecede inhibe ettigi bulunmustur. DNA ile
muamele edilmis a¢ Tetrahymena hiicrelerinde ise zimogram deneyleri, hiicre
disma salgilanan 32 kDa’luk bir DNaz aktivite bandinda kismi bir artis meydana
geldigini gostermistir. Sonug¢ olarak; gelecekte Tetrahymena’nin Okaryotik
rekombinant protein iiretim konakg¢is1 olarak yaygin kullanimi, bu calisma
bulgular1 ile daha kolaylasmis olacaktir.

Anahtar kelimeler: Tetrahymena, DNaz aktivitesi, DNaz II, DNA ile muamele.
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CHARACTERIZATION OF DEOXYRIBONUCLEASE (DNase)
ACTIVITY IN DNA-FED STARVED Tetrahymena thermophila CELLS
BASED ON GENE EXPRESSION

Erhan ASLAN

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Department of Advanced Technologies

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Muhittin ARSLANYOLU
2013, 45 pages

Deoxyribonucleases (DNases) are a group of enzyme that breaks down the
single or double stranded DNA molecules in a non-specific sequence manner.
These enzymes have myriad biological functions in vivo for instance DNA
fragmentation in apoptosis and being defense barrier for the exogenous DNA
uptake. /n vitro, during routine laboratory works, it is necessary to use a DNase to
prevent DNA contamination in protein and RNA isolations. Tetrahymena
thermophila, a unicellular eukaryotic ciliate, is a well-known model organism
which is widely used for regulatory, system and molecular biology studies;
however, there is no extensive DNase study in this organism. Its life cycle
consists of three stages namely, vegetative, starvation and conjugation. Due to the
increasing potential of being a eukaryotic protein expression host in recent years,
it is found that characterization of DNase activity in Tetrahymena is crucial. So
far as, DNase activity is a parameter that makes the transformation of an organism
more difficult. In this study, bioinformatics analyses showed that Tetrahymena
genome encodes five DNase II genes. All of these proteins possess catalytic
TxDHSKW motif, which is specific for DNase II proteins. Phylogenetic analyses
also showed that Tetrahymena DNase Il proteins have ancestral characteristics
comparing to higher eukaryotic DNases. Experimentally, characterization of
DNase activity of vegetative and starved cells was performed with agarose and
zymogram assays by using whole cell extracts. As a result of zymography, a total
of five DNase activity bands, ranging between 28-69 kDa, were identified.
Highest DNase activity was obtained at acidic pH (pH 5) and Mg®" ions inhibit
neutral DNase activities significantly. DNA treatment of starved cells partially
increased extracellular DNase activity of a 32 kDa protein. As a result, the
findings of this study will help to simplify the usage of Tetrahymena as a
eukaryotic recombinant protein expression host.

Key words: Tetrahymena, DNase activity, DNase II, DNA-treatment.
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1. GIRIS

Tek hiicreli 6karyot Tetrahymena thermophila (kisaca Tetrahymena), model
organizma olarak sistem ve molekiiler biyoloji ¢alismalar1 i¢in olduk¢a kullanisl
bir platform teskil etmektedir. Telomer ve telomerazlarin fonksiyonu [1],
ribozimlerin kesfi [2] gibi Nobel 6dillii buluslar Tetrahymena biyolojisi ile
aydmlatilmistir. Sucul bir organizma olan Tetrahymena’nin yasam dongiisii
vejetatif, aclik ve konjugasyon olmak {izere {ic ana evreden olusur. Birbirinden
farkli biyolojik olaylarin cereyan ettigi bu evrelerde farkli genlerin farkh
seviyelerde ifade edildigi bildirilmistir [3].

Tetrahymena’da yapisal ve fonksiyonel olarak birbirinden farkli iki ¢ekirdek
ayni sitoplazmada bulunur. Transkripsiyonel olarak sessiz olan ve nesiller arasi
genetik devamliliktan sorumlu mikro ¢ekirdek (MIK) 5 diploid kromozoma
sahiptir. Hiicredeki somatik olaylardan sorumlu olan, transkripsiyonel olarak aktif
makro ¢ekirdek (MAK) ise poliploid bir yapiya sahiptir ve hiicrenin fenotipini
belirler. Vejetatif evrede MIK mitoz ile boliiniirken MAK amitotik bdliinme
gecirir. Mayoz ise sadece eseysel lireme evresi olan konjugasyon evresinde
gerceklesir. Konjugasyon esnasinda mayotik MIK’ten yeni MAK gelisirken, eski
MAK gelisimsel olarak belirlenen Programlanmis Niikleer Oliim (PNO) olarak
bilinen mekanizma tarafindan yok edilir. Tetrahymena’da konjugasyon esnasinda
goriilen PNO’niin yiiksek dkaryotlarda gdzlemlenen apoptozisin ilkin versiyonu
oldugu diisliniilmektedir. Ciinkii; kromatin yogunlasmasi, genomik DNA’nin
yiiksek molekiiler biiyilikliikdeki DNA parcalarma boliinmesi ve oligoniiklezom
biiytikliglinde parcalanma (~180 bg) gibi programli hiicre 6liimiine has enzimatik
asamalar, PNO’de de gerceklesmektedir. Ornegin; mitokondriyal bir
deoksiriboniikeaz’in (DNaz) makrontiklear par¢alanmanin kromatin yogunlasmasi
esnasinda PNO’yii baslatici enzim oldugu bildirilmistir [4]. Tetrahymena’da
DNaz enzimlerinin varligi, ilk olarak Brunks ve Navas’in bu organizmaya DNA
aktarimi i¢in gelistirdikleri elektroporasyon ¢aligmasinda goriilmiistiir. Brunks ve
Navas, hiicrelerin dis ortama DNaz salgiladigmi ve bu DNaz aktivitesinin de
plazmitleri parcalayarak transformasyon verimliligini 6nemli 6l¢iide diisiirdiigiinii

bildirilmislerdir [5]. Tetrahymena DNaz’larinin genel olarak tanimlanmasi ve
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karakterizasyonu tizerine bu iki caligma disinda kapsamli bir arastirmaya ise
rastlanmamuistir.

DNaz’lar DNA molekiiliinii 6zgiin olmayan bdlgelerden rastgele pargalayan
proteinlerden olusan enzim ailesine verilen genel bir isimdir. pH ve kofaktor
gereksinimi gibi biyokimyasal parametrelere gore smiflandirilirlar [6]. Fonksiyon
gosterdikleri optimum pH agisindan genel olarak nétral ve asidik DNaz’lar olarak
iki ana gruba aymrmak miimkiindiir. Nétral DNaz’lar pH 7-8 civar1 aktivite
gosteren ve genellikle kofaktor ihtiyact duyan DNaz’lardir. Bu gurubu temsil
eden ve biyolojik-biyoteknolojik 6zellikleri en iyi bilinen enzim DNaz I enzimidir
(EC 3.1.21.1). Yiiksek okaryotlarda ve 6zellikle de omurgali hayvanlarin sindirim
sistemini olusturan doku ve organlarda bulunan bu enzim, aktivite gdstermek i¢in
Mg™* ve Ca™ iyonlarina ihtiyag duyar [7]. DNA pargalanmasi sonras1 3'OH ile
sonlanan irlinler olusur. Apoptotik DNA par¢alanmasinin yani sira [8],
rekombinant DNaz I’in sistik fibrozis hastaliginin tedavisinde kullanildigi da
bilinmektedir [9]. Ote yandan protein/RNA izolasyonu gibi rutin laboratuar
calismalarinda, DNA kontaminasyonunu en aza indirmek i¢in kullanilan DNaz da
sigir pankreasindan elde edilen DNaz I’dir. Asidik pH degerlerinde aktivite
gosteren DNaz’lar ise Asidik DNaz’lar olarak bilinir. Optimum aktiviteyi pH 4-5
civart gosteren bu enzimler genellikle kofaktor ihtiyaci duymazlar. Aksine,
yapilan deneysel ¢aligmalar ¢inko, bakir gibi katyonlarm DNAz II aktivitesini
inhibe ettigini gostermistir (Sekil 1.1) [10]. DNaz II (EC 3.1.22.1), asidik
DNaz’lar arasinda en iyi bilinen Ornektir. DNaz I’lerden farkli olarak DNA
parcalanmas1 sonrasinda 3'P’li fdirtinler olusur. Bitkilerde ve mayalarda
bulunmayan DNaz II grubu enzimler, tek hiicrelilerden yiiksek okaryotlara kadar
genis bir yayilis gosterirler. Tek hiicreli Tetrahymena thermophila organizmasinin
DNaz enzim ailesi liyelerinin ne gibi enzim 6zelliklerine sahip oldugu, heniiz

arastirilmadigindan biyolojik ve biyoteknolojik tanimina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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Sekil 1.1. DNAz etki mekanizmasi sematik gosterimi. DNAz kesim bolgeleri liggen ile

gOsterilmistir.

Tetrahymena DNaz’larmin aktivite tabanli tanimlanmasi, DNaz’larin
PNO’deki gorevlerine ek olarak biyoteknolojik agidan da 6nem arz etmektedir.
Cinkii yakin tarihte yapilan c¢alismalar Tetrahymenanin biyoteknolojik
potansiyele sahip oldugunu gdstermistir. Ornegin, fonksiyonel insan DNaz I [11]
ve alkalin fosfataz proteinlerinin 7Tetrahymena’da rekombinant protein olarak
iiretilmesi, translasyon sonrasi gergeklesen c¢esitli modifikasyonlar1 bu
organizmanin yapabildigini gostermistir [12]. Ote yandan, laboratuar ortamimda
kolaylikla kiiltiire edilebiliyor olmasi1 ve fermantasyon sistemlerine olan
uyumlugu Tetrahymena’y1 okaryotik protein iiretim konakeist olarak giiclii bir
aday haline getirmis, Tetrahymena tabanl rekombinant terapdtik protein ve asi
iiretimi yapan biyoteknoloji sirketlerinin kurulmasma vesile olmustur. Ancak
Tetrahymena’nin laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan bir konak¢i haline
gelebilmesi i¢gin DNA aktarimina uygun iwrklarin ve cesitli vektor sistemlerinin
gelistirilmesi, daha da Onemlisi biyolojik kapasitesinin daha iyi anlagilmasi
gerekmektedir. Biyoteknolojik acidan bakildigi zaman, uygun bir konakg¢i hiicre
irkinin gelistirilmesi i¢in, o konak¢inin sahip oldugu DNaz’larmin iyi bilinmesi
gerekmektedir. Zira DNA’y1 pargalama aktivitesine sahip olan DNaz’larin
konake1 hiicreye, transfeksiyon ile plazmit DNA aktarimi durumunda dis ortamda
ve i¢ ortamda lizozomlarda bir bariyer teskil ettigi bilinmektedir [13]. Bu tez
calismast ile Tetrahymena DNaz’larinin genel karakterizasyonunun yapilarak

literatiirdeki eksikligin giderilmesi amaglanmuistir.



@) ANADOLU UNIVERSITESI

1.1. Amacg

Bu tez calismas1 kapsaminda; vejetatif (tok) ve a¢ Tetrahymena hiicreleri ile
DNA’llr ortam muamelesine alimis a¢ Tefrahymena hiicrelerinin DNaz

aktivitelerinin genel 6zelliklerinin karakterizasyonu amac¢lanmastir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez kapsaminda analizler temelde deneysel ve biyoinformatiksel olmak
iizere iki ana yaklagimla gergeklestirilmistir. Deneysel analizler kapsaminda
oncelikle Tetrahymena toplam proteini kullanilarak a¢ ve tok hiicrelerin genel
DNaz aktivite karakterizasyonu yapilarak optimum pH, kofaktér ve inhibitor
deneyleri gergeklestirilmis ve elde edilen veriler 15181inda DNA ile muamele edilen
Tetrahymena hiicrelerinin DNaz aktivite davranist hem mRNA hem de protein
seviyesinde belirlenmeye ¢alisilmistir.

Biyoinformatiksel analizler kapsaminda ise Tetrahymena thermophila
genomunda cesitli biyolojik olaylarda gorev aldigi diisliniilen DNaz genlerinin
homologlar1 aranmis ve benzerlik/aynilik oranlar1 belirlenmistir. Ayrica DNaz II

enzim ailesi i¢in filogenetik aga¢ olusturulmustur.

2.1. Deneysel Yontemler

2.1.1. Tetrahymena thermophila Kkiiltiiriiniin gelistirilmesi, toplam

protein izolasyonu ve protein miktar tayini

Bu tez ¢alismasi kapsaminda aksi belirtilmedik¢e 7'thermophila SB210 ki
kullanilmigtir. Kiiltiir, 50 mL PPY besiyerinde 30°C’de 120 rpm c¢alkalamali
etiivde, hiicre sayis1 orta logaritmik faza (5x10°hiicre/mL) ulasincaya kadar
gelistirilmistir. Bakteriyel kontaminasyonu dnlemek amaciyla kiiltiire 25 ug/mL
oraninda penisilin/streptomisin antibiyotik karisimi eklenmistir. Hiicreleri agliga
almak icin yukaridaki gibi gelistirilen hiicre kiiltiiri santrifiijlenip peletlendikten
sonra aclik tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 7.5) ile bir kez yikandiktan sonra
tekrar ayni tampon i¢inde ¢oziilmiis ve inkiibasyona alimmustir.

Hiicreler santrifiijleme ile peletlendikten sonra sivi kisim uzaklastirilmis ve
hiicre peleti yaklasik 3 mL T100B protein izolasyon tamponu (1% Triton-X 100,
150 mM NaCl, 25 mM Tris/HCI, pH 7.5, 2 mM PMSF ve proteaz inhibitor
kokteyli) ile ¢oziilmiistiir [14]. Karisim pipetleme ve vorteksleme ile tamamen
homojen hale getirildikten sonra hiicreler 10 dk buzda inkiibe edilmistir. Her 2

dakikada bir, 6rnekler kisa siireli vortekslenip tekrar buza gémiilmiistiir. Buzda
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inkiibasyon sonras1 ornekler 4°C’de 14.000 g de 5 dk. siire ile santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonrasi1 sivi faz, hiicre peletine dokunmadan alimmis ve yeni deney
tiipline aktarilmistir. Protein izolasyon kalitesi SDS-PAGE ile analiz edilmistir.
Elde edilen toplam protein 6rnegindeki protein miktari1 Bradford yontemi ile
belirlenmistir. Protein standardi olarak BSA (Bovine Serum Albumin)

kullanilmastir.

2.1.2. Toplam proteinden DNaz aktivitesinin agaroz jel ile analizi

pH, kofaktér ve inhibitorlerin Tetrahymena DNaz aktivitesi iizerine olan
etkilerini belirlemek icin 20 pl hacminde standart DNaz reaksiyonlari
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, 200 ng toplam protein 500 ng salmon sperm
DNA’s1 ile degisik reaksiyon sartlarinda 37°C’de 30 dk. siire ile inkiibe edilmis ve
70°C 20 dk inkiibasyon ile DNaz reaksiyonlar1 sonlandirilmistir. Ardindan 0,5
pg/mL oraninda EtBr ile boyanmis %]1’lik agaroz jel ile DNA par¢alanma
davranis1 analiz edilmistir. Reaksiyon tamponu olarak 40 mM konsantrasyonunda
Tris ve sodyum asetat tamponlar1 kullanilmig ve pH 4-10 arasi test edilmistir.
Tetrahymena DNaz aktivitesinin kofaktor gereksinimlerini belirlemek amaciyla
cesitli divalent katyonlarla yukaridaki gibi DNaz reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.
Bu amacla pH 5 (40 mM NaAc) ve pH 7.5’te (40 mM Tris-HCI) 2 mM MgCl,, 2
mM CaCl, ve 2 mM MgCl,+2 mM CaCl, ile DNaz reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmis
ve kofaktorlerin DNaz aktivitesi lizerine etkisi agaroz jel ile analiz edilmistir.
Benzer sekilde c¢esitli inhibitorlerin (10 mM EDTA, 5 mM ZnClL, 100 uM ATA)
DNaz aktivitesi tizerindeki inhibe edici etkiler1 pH 5 ve 7.5’te gergeklestirilen
DNaz reaksiyonlar1 ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak ticari DNase I (1
iinite/pl, Promega) ve DNase II (1,4 iinite/pl, Sigma) enzimleri sirasiyla 0,0012 ve

0,03 {inite konsantrasyonunda kullanilmistir.
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2.1.3. Toplam proteinden DNaz aktivitesinin zimogram DNaz aktivite

jeli ile analizi

Tetrahymena’nin ¢alisilan deneysel sartlar altinda ka¢ tane DNaz
aktivitesine sahip proteine sahip oldugunu belirlemek icin zimogram DNaz
aktivite deneyi yapilmistir. Bu yontemin standart SDS-PAGE yonteminden farki
ayirma jelinde 200 pg/mlL oraninda substrat olarak salmon sperm DNA’si
icermesidir. Toplam protein 6rnekleri %12’lik zimogram jeli ile 50V ta yaklasik 3
saat kosturularak protein bantlarmin molekiiler biiyiikliigline gore ayrilmasi
saglanmistir. Elektroforez sonrasi aktivite jelinden SDS’1 uzaklastirmak ve DNaz
aktivitesine olanak vermek icin jel 100 mL renatiirasyon tamponu (% 2,5’luk
Triton-X 100) ile 25 dk. boyunca 3 kez yikanmistir. Ardindan jelden fazla
Triton’u uzaklastirmak i¢in jel 100 mL distile su ile 25 dk. boyunca yikanmastir.
Asidik DNaz aktivesi (pH 5) i¢in jeller 200 mL 50 mM NaAc tamponunda, notral
DNaz aktivitesi (pH 7.5) icin ise 200 mL 50 mM Tris-HCI tamponunda 37°C’de
hafif ¢alkalamali etiivde yaklasik 14 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
jeller 1 pg/mL’lik EtBr ¢ozeltisinde 30 dk boyunca boyanmis ve boyama sonrasi
jeller UV goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. DNaz aktivitesinden dolay1
aktivitenin gergeklestigi bolgeler UV altinda siyah bant seklinde goriilmiistiir.

Zimogram deneyinde elde edilen her bir aktivite bandinin ¢esitli
kofaktorlere ve inhibitérlere verdigi tepkiyi belirlemek amaciyla 2.1.2°de
belirtilen kofaktér ve inhibisyon deneyleri zimogram analizi ile de
gerceklestirilmistir.  Bu baglamda yukarida bahsedilen konsantrasyondaki

reaktifler reaksiyon tamponuna eklenerek deneyler gerceklestirilmistir.

2.1.4. Tetrahymena hiicrelerinin DNA ile muamele edilmesi

DNA’ya kars1 Tetrahymena hiicrelerinin 6zgiin bir DNaz enzimi ile cevap
verip vermedigini, yani DNaz aktivitesinin DNA muamelesi ile tetiklenip
tetiklemedigini test etmek amaciyla a¢ ve tok hiicreler DNA ile muamele
edilmistir. Bu kapsamda 1x10° hiicre 50 pg salmon sperm DNA’s1 ile 0, 15, 30,

45, 60 ve 120 dk boyunca muamele edilmis ve sonrasinda hiicreler RNA ve
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protein izolasyonunda kullanilmak tizere peletlenerek -86°C’de saklanmistir. Ayni
sekilde dis ortam (aclik tamponu) da muhafaza edilmis ve DNaz aktivite analizine

alimustir.

2.1.5. DNA ile muamele edilmis 7etrahymena hiicrelerinde DNaz 11

genlerinin mRNA degisiminin analizi

DNA ile muamele edilmis Tetrahymena hiicrelerinde DNaz II genlerinin
mRNA miktarindaki degisim geri transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (GT-
PZR) yontemi ile analiz edilmistir. Bu kapsamda DNA ile muamele edilmis
hiicrelerden toplam RNA izolasyonu yapilmis ve toplam RNA’ya DNaz
uygulamasi yapilarak izolasyondan gelen genomik DNA uzaklastirimistir. RNA
miktar ve kalitesi spektrofotometrik dlgtimler ile belirlenmistir.

Elde edilen toplam RNA 6rneklerinden cDNA havuzu olusturmak i¢in ticari
bir kit yardimi ile (Fermentas RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit) cDNA
sentezlenmistir.

Biyoinformatiksel olarak belirlenen 5 DNaz Il aday genine 6zgii primerler
tasarlanmis ve bu primerler kullanilarak GT-PZR gerceklestirilmistir. Yiikleme
kontrolii olarak mRNA ifade seviyesi sabit olan aktin genine 6zgii primer ¢ifti
kullanilmigtir. Reaksiyon sonrasi {riinler %1°lik agaroz jele yiiklenerek

kosturulmus, elektroforez sonrasi UV altinda goriintiilenmistir.

2.1.6. Zimogram analizi ile belirlenen aktivite bantlarindan sorumlu

proteinlerin MALDI/TOF-MS ile tanimlanmasi

Zimogram analizinde elde edilen aktivite bantlarindan sorumlu proteinlerin
kesin tanisi i¢in toplam protein ornekleri 2.1.3’te bahsedildigi sekilde SDS-PAGE
ve Zimogram jeli elektroforez edilmis, Commasie Brilliant Blue boyasi ile
boyanmis ve aday protein bantlari steril bisturi ile kesilip temiz deney tiiplerine
aktarilmistir. Oda sicakliginda kurutulan 6rnekler MALDI/TOF-MS analizi i¢in

Proteomics International (Avustralya) firmasina gonderilmistir.
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2.2. Biyoinformatiksel Analizler

2.2.1. Tetrahymena thermophila genomunda olas1 DNaz genlerinin

taranmasi

Tetrahymena thermophila genom veritaban1 (TGD) (www.ciliate.org) ve
National Center for Biotechnology Information (NCBI) veritabani
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kullanilarak Tetrahymena genomunda bulunan
olas1 DNaz genleri belirlenmeye c¢alisilmistir. Bunun i¢in deneysel olarak DNaz
aktivitesine sahip oldugu ispatlanmis farkli organizmalardan gelen protein dizileri

kullanilarak BLAST analizleri yapilmistir.

2.2.2. Aday genlerin protein motif analizi ve benzerlik/aymhk

matrislerinin olusturulmasi

Aday genlerin protein diziler ClustalW programu ile dikey olarak hizalanmig
ve korunmus bolgeler belirlenmistir (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/)
Aday genlerin deneysel olarak DNaz oldugu gosterilmis olan proteinlerle olan
dizisel benzerlik ve aynilik ylizdelerini belirlemek icin MatGat 2.02 programi
kullanilmastir [15].

2.2.3. Aday genlerin protein dizileri ile filogenetik agac yapilandirmasi

Aday genlerin protein dizileri kullanilarak  filogenetik  agaclar

yapilandirilmigtir.  Bunun icin MEGAS programi ve [16] internet tabanli

www.phylogeny.fr servisi kullanilmistir [17].
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3.BULGULAR

3.1. Deneysel Bulgular

3.1.1. Tetrahymena toplam proteininden DNaz aktivitesinin agaroz jel

ile genel biyokimyasal karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinin ana amacmi olusturan DNA ile beslenmis Tetrahymena
hiicrelerinin DNaz aktivite karakterizasyonu icin oOncelikle toplam proteinden
kaynaklanan DNaz aktivitesinin genel biyokimyasal karakterizasyonu gerekli
goriilmiistiir. Bu baglamda 2.1°de belirtildigi sekilde standart DNaz reaksiyonlar1
hazirlanarak optimum pH, kofaktdor gereksinimi ve inhibitor deneyleri
gerceklestirilmis, agaroz jel ve zimogram aktivite jeli ile analiz edilmistir.

pH Optimizasyonu: Farkli pH’larda toplam protein kullanilarak standart
DNaz reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda Tris ve asetat olmak {izere
iki farkli reaksiyon tamponu kullanilarak pH 4-10 arasi test edilmis ve reaksiyon
sonuclar1 agaroz jel analiz edilmistir. Sekil 3.1°de goriildiigii lizere en yiiksek
DNaz aktivitesi pH 4-5’te gerceklesmistir. Ticari DNaz kontrolleri beklenildigi
gibi sonu¢ vermistir. Notral bir DNaz olan DNase I optimum aktivitesini pH 7-8
civarinda gosterirken, asidik bir DNaz olan DNase II ise pH 5’te maksimum
DNaz aktivitesi gostermistir. Reaksiyon tamponlarinin DNaz aktivitesi iizerine
olan etkisi incelendiginde, ticari DNase I enzimi Tris tamponunda daha iyi sonug
verirken, DNase II enzimi ise asetat tamponunda daha tutarli DNaz aktivite
davranis1 gostermistir (Sekil 3.1).

Elde edilen bu veriler 1s181nda asidik DNaz aktivitesini karakterize etmek
icin pH 5, notral DNaz aktivitesini karakterize etmek i¢inse pH 7.5 degerlerinde

karar kilinmis ve sonraki deneyler bu pH degerlerinde gergeklestirilmistir.

10
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Sekil 3.1. pH’ya bagli DNaz aktivite optimizasyonu: Vejetatif hiicreden izole toplam protein
kullanilarak 2.1.2°de belirtildigi sekilde DNaz reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Ticari
DNase I ve II enzimleri kontrol olarak kullanilmistir. Tampon kontrolii olarak toplam
protein ornegi ya da ticari enzim igermeyen ornekler ayni deneysel sartlarla muamele

edilmistir.

Cesitli kofaktorlerin Tetrahymena DNaz aktivitesi iizerindeki etkisi: +2
degerlikli c¢esitli katyonlarm DNaz aktivitesi Tlzerine etkisi bilinmektedir.
Ozellikle ndtral DNaz’lar optimum DNaz aktivitesi gostermek igin en az bir
divalent katyona ihtiyag duyarlar. Tetrahymena DNaz’larmm kofaktor

gereksinimlerini toplam protein iizerinden belirlemek i¢in, Mg™ ve Ca™ iyonlari

11
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ile DNaz reaksiyonlar1 gerceklestirilmis ve agaroz jel ile analiz edilmistir (Sekil

3.2).
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Sekil 3.2. Divalent katyonlarin vejetatif ve a¢ Tetrahymena DNaz aktivitesi iizerine etkisi: 1;
Kofaktorsiiz reaksiyon, 2; 2 mM MgClL,+2mM CaCl,, 3: 2 mM MgCl,, 4. 2 mM
CaCl,. Ticari DNase I ve DNase II enzimleri sirasiyla pH 7.5 ve pH 5’te DNaz
kontrolii olarak kullanilmigtir. Ag¢ Tetrahymena hiicrelerinin  diisik DNaz
aktivitesinden dolay1 a¢ hiicre grubunda 0,2 pg toplam protein yerine 1 pug toplam

protein kullanilmistir.

12
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Ticari DNaz kontrolleri beklenen sonuglar1 vermistir. Divalent katyonlarin
asidik DNaz aktivitesi tlizerine belirgin bir etki gostermemistir. Ancak DNase |
sadece MgCl,+CaCl, varliginda DNaz aktivitesi gostermis, diger sartlarda ise
DNA parcalamasi oldukga kisitl miktarda gerceklesmistir.

Ag hiicrelerin DNaz aktivitesinin tok hiicrelerin DNaz aktivitesine gore daha
disik oldugu goriilmiistir. Bu nedenle ag¢ hiicrelerin DNaz aktivite
karakterizasyonunda daha fazla toplam protein kullanilmasi gerekmistir (Bkz
Sekil 3.2, Sekil alt1 yazist). Ticart DNaz Il aktivitesine benzer sekilde a¢ ve tok
hiicrelerin pH 5°deki DNaz aktivitesi divalent katyonlarin belirgin bir etkisi
olmadig1r goriilmiistir. pH 7.5’te ise maksimum DNaz aktivitesi vejetatif
hiicrelerde kofaktorsiiz reaksiyon sartlarinda gergeklesirken (Sekil 3.2, pH 7.5,
1.Kuyu) a¢ hiicrelerde 2 mM CaCl, varliginda ger¢eklesmistir (Sekil 3.2, pH 7.5,
4.Kuyu). Hem a¢ hem de tok hiicrelerin pH 7.5’te sahip oldugu notral DNaz
aktivitesi ise 2 mM MgCl, varliginda inhibe olmustur (Sekil 3.2, pH 7.5, 2. ve
3.kuyu). Bu nedenle sonraki karakterizasyon deneylerinde nétral DNaz aktivitesi
herhangi bir kofaktor kullanmaksizin gerceklestirilmistir.

Cesitli inhibitorlerin Tetrahymena DNaz aktivitesi iizerine etkisi: DNaz
aktivitesi iizerine ¢esitli kimyasallarin inhibe edici etkisi oldugu bilinmektedir.
Tetrahymena ndtral DNaz aktivitesinin katyon bagimli olup olmadigini smamak
icin  Etilendiamin tetraasedik asit (EDTA) ile DNaz reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Ote yandan literatiirde ¢inkonun 6zellikle DNaz II benzeri
DNaz aktivitesi lizerinde inhibe edici bir etkisi oldugundan bahsedilmistir [10].
Bu nedenle c¢inkonun Tefrahymena DNaz aktivitesi tiizerindeki etkisi de
calisilmistir.  Son olarak genel bir DNaz inhibitérii olarak  bilinen

aurintrikarboksilik asit’in (ATA) inhibe edici etkisi belirlenmistir (Sekil 3.3).

13
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Sekil 3.3. EDTA, ¢inko ve ATA’nin vejetatif ve a¢ Tetrahymena DNaz aktivitesi lizerindeki etkisi:
1: Inhibitdrsiiz, 2: 2 mM CaCly, 3: 10 mM EDTA+2 mM CaCl, 4: 100 uM ATA, 5: 5
mM ZnCl,. Ticari DNase I ve DNase II enzimleri sirastyla pH 7.5 ve pH 5’te DNaz

IVERSITESI

kontrolii olarak kullanilmigtir. DNase I reaksiyonlarinda (1. kuyu hari¢) aktivitenin
gergeklesebilmesi igin ek olarak 2 mM MgCl, de kullanilmistir. pH 5°te ¢inko (5.kuyu),
DNA’nin agaroz jelde go¢ seklini etkilemistir.

14
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Sekil 3.3’te goriildigl ilizere tiim inhibitorler vejetatif ve a¢ Tetrahymena
DNaz aktivitesine benzer sekilde etki etmis, hiicrelerin yagam dongiisiine bagh bir
biyolojik cevap goriilmemistir. 10 mM EDTA, pH 5’te DNA pargalamasi
iizerinde bir inhibisyona neden olmazken pH 7.5’te belirgin miktarda inhibisyona
neden olmustur (Sekil 3.3, 2. ve 3. kuyular). Bu sonu¢ farkli pH’larda farkli
DNaz’larin gorev alabilecegini = diislindiirmiistiir. Ayrica her ne kadar
magnezyumun Tetrahymena nodtral DNaz aktivitesi ilizerinde inhibe edici etkisi
olsa da pH 7.5’teki EDTA inhibisyonu Tetrahymena noétral DNaz’larmnin
kofaktor(ler)e c¢ok az konsantrasyonda dahi olsa ihtiya¢ duydugunu
gostermektedir. Cilinkii EDTA, selat olusturarak divalent katyonlar1 baglama
ozelligine sahiptir.

100 uM ATA ticari DNase I reaksiyonunu kismen, diger tiim DNaz
reaksiyonlarini ise tamamen inhibe etmistir.

Cinkonun 6zellikle DNaz II benzeri aktiviteler i¢in kuvvetli inhibitér oldugu
bildirilmistir. Ancak Sekil 3.3’te goriildiigii gibi (5. kuyu) pH 7.5’te kismi bir
inhibisyon s6z konusu iken, pH 5’te ticari DNase II de dahil olmak iizere etkin bir

inhibisyon gerceklesmemistir.

3.1.2. Tetrahymena toplam proteininden DNaz aktivitesinin zimogram

DNaz aktivite jeli ile genel biyokimyasal karakterizasyonu

Agaroz jel aktivite deneyi ile Tetrahymena DNaz aktivitesi hakkinda genel
bir karakterizasyon yapilmis ve aktivitenin sinirlar1 ve biyokimyasal 6zellikleri
temel diizeyde belirlenmis olsa da, bu aktiviteden sorumlu olan proteinlerin daha
detayli  karakterizasyonu i¢in zimogram DNaz aktivite jel deneyi
gerceklestirilmistir.  SDS-PAGE  yonteminin proteinleri biiyiikliikklerine gore
ayirma giiciine sahip olmasi, toplam protein havuzu i¢inde bulunan Tetrahymena
proteinlerinden hangisi ya da hangilerinin ¢alisilan deneysel sartlar altinda DNaz
aktivitesine sahip oldugunun ve bu proteinlerin hangi biyolojik durumlarda gorev
aldiklarinin belirlenmesine olanak saglamistir. Agaroz jel analizine paralel olarak
zimogram aktivite jeli ile asidik ve noétral sartlar1 temsilen sirasiyla pH 5 ve pH

7.5’te olmak tizere kofaktdr ve inhibitdr deneyleri gerceklestirilmistir.

15
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Sekil 3.4. Vejetatif ve a¢ Tetrahymena hiicrelerinin zimogram DNaz aktivite jeli ile kofaktor
analizi: Vejetatif ve a¢ Tetrahymena hiicrelerinden izole edilen toplam protein
kullanilarak asidik (50 mM NaAc, pH 5) ve nétral (50 mM Tris-HCI, pH 7.5)
sartlarda, 2 mM MgCl,, 2 mM CacCl, ve 2 mM MgCl,+2 mM CaCl, varliginda aktivite
analizi yapilmistir. Kontrol: kofaktdér icermeyen reaksiyon. V: vejetatif hiicre, A: 18
saat aclik stresinde kalan hiicre. Aktivite jeline yaklasik 30 pg toplam protein
yiikklenmistir. Aktivite 14 sat siiresince 37 °C’de ger¢eklesmistir.

Zimogram deneyi sonucunda c¢alisilan sartlar altinda vejetatif ve ac
Tetrahymena hiicrelerinden elde edilen toplam protein orneklerinde Rf degerleri
yaklagik olarak 69 ile 28 kDa arasinda degisen bes temel DNaz aktivite band1
tespit edilmistir. Bu aktivite bantlarin tamami vejetatif hiicrelerde gozlemlenirken,
28 kDa ve 69 kDa biiytikliigiindeki iki aktivite band1 a¢ hiicrelerde olusmamistir
(Sekil 3.4). Yalnizca vejetatif hiicrede aktivite gosteren 69 kDa’luk protein, s6z
konusu bu aktiviteyi sadece notral sartta (pH 7.5) gostermis, pH 5’te ise bu bant
gdzlemlenmemistir. Ote yandan 33.8 kDa’luk aktivite ise sadece pH 5’te
olusmustur.

Divalent katyonlarm Tetrahymena DNaz’lar1 {izerine olan etkisine
bakildiginda ne magnezyum ne de kalsiyum iyonuna bagli bir aktivite bandi
olusumu gozlenmemistir. Ancak kofaktdr icermeyen kontrol grubu ile diger deney

gruplarmin aktivite bant yogunluklar1 karsilastirildiginda bir takim farkhiliklar

16
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oldugu goriilmiistiir. Ornegin, pH 7.5’te kofaktdr varhginda 35.5 kDa’luk
aktivitenin yok oldugu, 32 kDa’luk aktivitenin ise hem vejetatif hem de a¢ hiicre
gruplarinda 6nemli Olciide azaldigr goriilmektedir. pH 5’te ise divalent katyon
varligindan kaynaklanan herhangi bir aktivite bant kaybi bulunmazken kofaktor
varliginda (6zellikle 2 mM MgCL+2 mM CaCl, varliginda) aktivite bantlarinin
kontrol grubuna gore bir miktar daha yogunlastig1 goriilmiistiir.

Zimogram aktivite jeli ile belirlenen aktivite bantlarinin asidik ve notral
sartlarda inhibitorlere verdigi cevaplari belirlemek i¢in EDTA, ATA ve ¢inko ile
inhibisyon deneyleri yapilmistir (Sekil 3.5).

pH 7.5’te 10 mM EDTA’nin 69 kDA’luk aktivite band1 (sadece vejetatif
hiicrelerde olusan) {iizerinde inhibe edici bir etkisi yokken 35.5 ve 28 kDA’luk
aktiviteleri tamamen inhibe etmistir. 32 kDA’luk aktivite lizerinde ise kismi bir
inhibisyon s6z konusudur. Bu veriler 1s1ginda, 10 mM EDTA’nin inhibe ettigi
aktivitelerden sorumlu proteinlerin (35.5, 32 ve 28 kDA) katyon bagiml calisan
DNaz’lar olabilecegi soylenebilir. Ote yandan 10 mM EDTA’dan etkilenmeyen
69 kDa’luk aktiviteden sorumlu proteinin ndtral pH’da aktivite gosteren DNaz 11
benzeri bir protein olabilir. Cok yaygin olmamakla birlikte, baz1t DNaz II benzeri
proteinler, beklentiler disinda pH tercihi gosterebilmektedir. Ornegin, bir
denizyildiz1 olan Acanthaster planci’den izole edilen bir toksinin memeli DNaz I1
proteini ile yiiksek homoloji géstermesine ragmen, optimum DNaz aktivitesi pH
7.2’de olmustur [18]. pH 5’te ise 10 mM EDTA herhangi bir inhibisyona neden
olmamakla birlikte, kismi bir aktivite artis1 gozlemlenmistir.

5 mM ZnCl, pH 7.5’te 6nemli derecede inhibisyona neden olmusken, pH’te
ciddi bir inhibisyon gerceklesmemistir.

100 uM ATA her iki pH degerinde de kuvvetli inhibisyona neden olmustur.

17
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Sekil. 3.5. Vejetatif ve a¢ Tetrahymena hiicrelerinin zimogram DNaz aktivite jeli ile inhibitor
analizi: Vejetatif ve a¢ Tetrahymena hiicrelerinden izole edilen toplam protein
kullanilarak asidik (50 mM NaAc, pH 5) ve nétral (50 mM Tris-HCI, pH 7.5)
sartlarda, 10 mM EDTA, 100 uM ATA ve 5 mM ZnCl, aktivite analizi yapilmistir.
Kontrol: kofaktér igermeyen reaksiyon. V: vejetatif hiicre, A: 18 saat aclik stresinde
kalan hiicre. Aktivite jeline yaklasik 30 pg toplam protein yiiklenmistir. Aktivite 14

sat siiresince 37 °C’ de gerceklesmistir.

3.1.3. Agaroz ve zimogram aktivite jel analizlerinin karsilastirmah

bulgu tanimi

Vejetatif ve ag¢ Tetrahymena hiicrelerinin sahip olduklar1 DNaz
aktivitelerinin ~ genel  biyokimyasal  karakterizasyonu iki  yaklasimla
gergeklestirilmistir. Agaroz jel analizi ile toplam protein kullanilarak standart
DNaz reksiyonlar1 gergeklestirilmis ve DNA parcalama miktar1 agaroz jel ile
belirlenmistir. Bu yontem ile DNA parcalanmasi tespit edilse bile bu
parcalanmadan sorumlu olan proteinlerin sayisi, molekiiler biiyiikligii gibi dnemli
bulgulara ulagsmak i¢in zimogram jel aktivite deneyi gerceklestirilmistir.

Agaroz jel analizinde en yiiksek DNaz aktivitesi pH 5’te gerceklesmistir
(Sekil 3.1, pH 5). Bu veri zimogram aktivite jeli ile teyit edilmistir. Aktivite

bantlarinin yogunluklar1 kiyaslandiginda, pH 5’te elde edilen aktivite bantlarinin
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yogunlugunun, pH 7.5’te elde edilen aktivite bantlarmin yogunlugundan daha
yiiksek oldugu gorilmiistiir (Sekil 3.4 pH 5 ve 7.5 Kontrol gruplari). Benzer
sekilde Agaroz jel analizinde aglik stresindeki Tetrahymena hiicrelerinin sahip
oldugu DNaz aktivitesi vejetatif hiicrelere nazaran daha diisiik oldugu bulunmus
ve a¢ hiicrelerin karakterizasyonu i¢in daha fazla toplam protein kullanilmasi
gerekmistir. Zimogram aktivite jeli sonucunda hem pH 5’te hem de pH 7.5’te
vejetatif hiicrelerdeki aktivite bantlarinin yogunlugu a¢ hiicre aktivite bantlarinin
yogunlugundan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica vejetatif gelisim gosteren
Tetrahymena’da zimogram aktivite jeli sonucunda 4 DNaz aktivitesi
bulunmusken, ag¢ hiicrelerde tespit edilen aktivite bant sayis1 3 tiir.

Agaroz jel analizi sonucunda Mg™ ve Ca™ varhgmda nétral DNA
aktivitesinde bir inhibisyon meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 3.2).
Zimogram jel analiz bulgular1 bu veriyi destekler niteliktedir. pH 7.5’te, Mg™ ve
Ca"™ varhiginda 69 kDa’luk aktivite band1 disindaki tiim aktivitelerde inhibisyon
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.4, pH 7.5). Ancak zimogram analizinde benzer
inhibisyon sadece Mg™ ve sadece Ca™ varhiginda gerceklestirilen deneylerde de
gdzlemlenirken agaroz jel analizinde sadece Mg™’un inhibisyona neden oldugu,
Ca"? varhginda ise DNaz aktivitesinin etkilenmedigi goriilmiistir (Sekil 3.2). Bu
acidan bakildiginda agaroz jel ile zimogram analizi arasinda farklilik
bulunmaktadir.

Inhibisyon deneyleri acisindan bakildiginda; 10 mM EDTA, 100 pM ATA
ve 5 mM ZnCly’nin vejetatif ve a¢ Tetrahymena DNaz aktivitesi iizerindeki
etkilerinin agaroz ve zimogram analizlerinde bir tutarlilik oldugu goriilmektedir

(Sekil 3.3 ve 3.5 karsilagtirmasi).

3.1.4. DNA ile muamele edilen a¢ Tefrahymena hiicrelerinin DNaz

aktivite karakterizasyonu

Aclik stersi altindaki bir hiicrenin metabolik faliyetlerini yerine getirerek
hayatta kalabilmesi i¢in besin bulmasi gerekir. Bu temel mantiktan yola ¢ikarak ag
Tetrahymena hiicreleri DNA ile muamele edilerek DNaz aktivitesinde bir

tetiklenmemin olup olmadigmin arastirilmasi, bu tez calismasinin ana hipotezini
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olusturmaktadir. Zira DNA’nin yapisinda bulunan seker, fosfat gibi yapilar belirli
enerji degerlerine sahiptir [19].

Bu kapsamda DNA ile muamele edilen a¢ Tetrahymena hiicrelerinin hiicre
ici ve hiicre dis1 DNaz aktvite degisimi incelenmistir. Tetrahymena’nin besiyeri
ve aclik tamponuna lizozomal enzimlerini salgiladigi bilinmektedir [20]. DNaz
II’ler lizozomal bir enzim oldugundan dis ortama salgilanan bu enzim(ler)
arasinda DNaz aktivitesinin olup olmadigi analiz edilmistir. 2 saat siiresince DN A
ile muamele edilen hiicrelerden ve kontrol grubu olarak DNA ile muamele
edilmemis hiicrelerden belirli araliklarla 6rnek alinmis, hiicre peletlerinden RNA
ve protein izolasyonu gerceklestirilirken, dis ortam (aglik tamponu) dogrudan
DNaz aktivite analizine alinmaistir.

DNA ile muamele sonrasi hiicre ici DNaz aktivitesi agisindan bir farklilik
olup olmadigim belirlemek i¢in 35 pg toplam protein aktivite jelinde kosturulmus,
pH 7.5 ve pH 5’te aktivite deneyi gergeklestirilmistir (Sekil 3.6). Deney
sonucunda DNA ile muamele edilmemis hiicre grubuna gore (0. zaman) deney
grubunda aisidik ve notral DNaz aktivitesinde ciddi oranda bir degisim
gozlenmemistir. Bu veriden yola ¢ikarak, a¢ hiicrelerin DNA ile muamelesi

sonucu, hiicrei¢ci DNaz aktivitesinde bir tetiklenme olmadig1 s6ylenebilir.
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Sekil 3.6. DNA ile muamele edilmis a¢ Tetrahymena’nimn hiicrei¢i DNaz aktivitesinin analizi. 0.

zaman DNA ile muamele edilmemis hiicre grubu

Hiicreigci DNaz aktivitesinde ciddi bir tetiklenmenin meydana gelmemis
olmasi, Tetrahymena’nin hiicre disina DNaz enzim(ler)ini salgiliyor olabilecegini
digiindirmistiir. Bu nedenle dis ortamin sahip oldugu DNaz aktivitesini
belirlemek ve DNA muamelesine karsi 6zgiin bir aktivitenin olusup olugsmadigini
tespit etmek i¢cin, DNA ile muamele edilmis hiicrenin dis ortami dogrudan agaroz
jele yiiklenerek DNA pargalanma miktar1 belirlenmistir. Kontrol olarak DNA ile
muamele edilmemis hiicre grubunun dis ortami da deney grubunda oldugu gibi
alinmis, ayn1 zaman araliklarinda ve DNA konsantrasyonunda DNA ile inkiibe
edilerek reaksiyon gerceklestirilmistir (Sekil 3.6).

DNA ile muamele edilen hiicrelerdeki DNA parcalanmasi (deney) genel
anlamda DNA ile muamele edilmeyen hiicrelere (kontrol) gore, 6zellikle ilk 15 ve
30. dk’larda daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil 3.7A). 120 dk sonunda ise
hem deney hem de kontrol grubundaki pargalanma miktarlarinin esit oldugu
goriilmiistiir. Bu veriden yola ¢ikarak, DNA ile muamele edilmis a¢ Tetrahymena
hiicrelerinde dis ortam DNaz aktivitesinde bir tetiklenme oldugu sdylenebilir.
Ayrica kontrol grubunda meydana gelen DNA parcalanmasma dayanarak ag

Tetrahymena hiicrelerinin aglik tamponuna, herhangi bir muamele olmaksizin da
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DNaz enzimi salgiladigi belirlenmistir. Ancak bu DNaz aktivitesi, DNA
varliginda daha da hizlanmistir.

DNA muamelesi sonrast gergeklesen soz konusu bu aktivite artiginin, dis
ortama hali hazirda salgman DNaz proteinin translasyonel olarak
diizenlenmesinden mi kaynaklandigi, yoksa daha 6nce hi¢ iiretilmeyen ve aglik
tamponuna salgilanmayan bagka bir DNaz tarafindan m gergeklestigini
belirlemek i¢in zimogram aktivite analizi yapilmistir (Sekil 3.7B). Zimogram
analizi sonucunda hem DNA ile muamele edilmis hiicre grubunda hem de
muamele edilmemis kontrol grubunda 32 kDa biiyiikliigiinde bir aktivite tespit
edilmistir. Ancak aktivite bant yogunluklar1 karsilastirildiginda, ¢ok biiyiik bir
fark olmamakla birlikte deney grubundaki aktivite bantlariin (6zellikle 45 ve 60.
dk) kontrol grubuna oranla daha yogun olduklar1 gozlemlenmistir. 18 saatlik dis
ortamda ise DNaz aktivitesinin maksimum oldugu, 0. zamanda da bir miktar
aktivitenin var oldugu tespit edilmistir. Ote yandan zimogram analizi sonucunda
dis ortamda calisilan deneysel sartlar altinda 32 kDa biiyiikliigiinde bir aktivite
tespit edildiginden, agaroz jel analizinde gosterilen aktivite farkliliginin bu

proteinden kaynakliyor olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.7. DNA ile muamele edilmis a¢ Tetrahymena’nin dis ortama salgiladigi DNaz aktivitesinin

analizi. A) Dis ortam DNaz aktivitesinin agaroz jel ile anaizi. Deney grubu DNA ile
muamele edilmis, Kontrol grubu DNA ile muamele edilmemis hiicre grubu. M, DNA
marker1. K, kontrol grubunda kullanilan substrat 500 ng salmon sperm DNA’s1. B) Dis

ortam DNaz aktivitesinin zimogram aktivite jeli ile analizi.
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3.1.5. DNA ile muamele edilen vejetatif Tetrahymena hiicrelerinin DNaz

aktivite karakterizasyonu

Ag¢ hiicrelerin DNA muamelesi sonrasi hiicreici DNaz aktivitesinde
herhangi bir degisimin olmamasi, vejetatif hiicrelerdeki durumun test edilmesi
gerekliligini ortaya koymustur. Bu nedenle benzer deneysel adimlar ag¢ hiicrede

oldugu gibi tok, vejetatif Tetrahymena i¢in de uygulanmistir.

pH7.5 pHS
Zaman {dk)} Zaman {dk)
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Sekil 3.8. DNA ile muamele edilmis vejetatif Tetrahymena hiicrelerin hiicreici DNaz aktivitesinin

zimogram analizi

A¢ hiicrelerde oldugu gibi DNA ile muamele edilmis vejetatif
Tetrahymena’nin  hiicrei¢i DNaz aktivitesinde de oOnemli bir degisiklik
gozlenmemistir. (Sekil 3.8). Bu nedenle ag hiicrelerde oldugu gibi aglik stresinde
olmayan ve zengin besiyerinde gelistirilen vejetatif hiicrelerin de besiyeri
ortamma DNaz(lar1)in1 salabilecegi diisiiniilmiis ve besiyeri ortamimin DNaz
aktivitesi de analiz edilmistir.

Ag ve vejetatif hiicrelerin hiicre ici DNaz aktivilerinde 6nemli derecede bir
aktivite degisiminin meydana gelmemesi, substrat DNA’smin hiicre igine girip

girmedigi sorusunu ortaya c¢ikarmistir. Bu neden DNA ile ile muamele edilmis
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olan hiicreler Hoecst floresan boyasi ile boyanarak mikroskopik analiz yapilmigtir

(Sekil 3.9).

Sekil 3.9. DNA ile muamele edilmemis (A) ve edilmis (B) hiicrelerin Hoechst boyamasi sonrasi
mikroskopik analizi. MAK: Makro cekirdek, MiK: Mikro g¢ekirdek. Gériintilleme ag

hiicrelerin DNA ile 2 saat muamale sonrasi ¢ekilmistir.

DNA ile muameme edilmemis hiicrelerde sadece MIK ve MAK gériiliirken
(Sekil 3.9A), DNA ile muamele edilmis hiicre grubunda (Sekil 3.9B) MIK ve
MAK’a ek olarak hiicre i¢inde bazi kiicilik yapilar goriilmektedir. Bu veriden yola
cikarak substrat olarak kullanilan salmon sperm DNA’sinin hiicre icine
Tetrahymena tarafindan alindig1 sonucuna ulasilmistir.

DNA ile muamele edilmis vejetatif hiicrelerin de hiicre dis1t DNaz aktivitesi
arastirilmis ve ac hiicrelerin saldiladigi ayn1 DNaz’1 tok hiicrelerin de salgiladigi
goriilmiistiir (Sekil 3.10). DNA muamlesine bagh olarak zimogram sonucunda bir
aktivite degisimi goriilmezken agaroz jelde deney grubunda artis goriilmiistiir. Bu

farklilik deneysel olarak tekrarin gerektigini gostermektedir.
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DNA ile muamele edilmis vejetatif Tetrahymena’nin dig ortama salgiladigi DNaz
aktivitesinin analizi. A) Dis ortam DNaz aktivitesinin agaroz jel ile anaizi. Deney
grubu DNA ile muamele edilmis, Kontrol grubu DNA ile muamele edilmemis hiicre
grubu. M, DNA markeri. K, kontrol grubunda kullanilan substrat 500 ng salmon

sperm DNA’s1. B) Dis ortam DNaz aktivitesinin zimogram aktivite jeli ile analizi.
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3.1.6. Geri-transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GT-PRZ) ile

Tetrahymena DNaz 11 genlerinin mRNA ifade analizi

Biyoinformatiksel olarak belirlenmis Tetrahymena DNaz 11 genlerinin DNA
muamelesine sonucunda mRNA seviyelerinde bir degisimin olup olmadigmi
belirlemek amaciyla GT-PRZ ile analizler yapilmistir. Her bir DNaz II geni i¢in
Ozglin primerler tsarlanmis ve primerlerin Tm optimizasyonu genomik DNA
(gDNA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Ardindan DNA ile muamele edilmis
hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi ger¢eklestirilmis ve GT-PZR ile
DNaz II genlerinin mRNA ifade degisimi belirlenmeye ¢alisilmistir (Sekil 3.11).

Tetrahymena DNaz’lari

Aktin (1.3 kb)

Sekil 3.11. Tetrahymena DNaz II genlerinin mRNA ifade analizi

Sekil 3.10’da goriildiigii  lizere gDNA ile gerceklestirilen PZR
reaksiyonunda beklenen biiyiikliiklerde iirtin olusumu go6zlenirken GT-PZR
reaksiyonunda sadece kontrol geni aktinden iiriin elde edilebilmis, Tetrahymena
DNaz genlerinde ise herhangi bir iiriin olusumu gozlenmemistir. Yapilan degisik
PZR optimizasyonlar1 da beklenen sonucu vermemistir. Beklenildigi iizere aktin

geninin mRNA ifadesi deney ve kontrol grubunda benzer sonuglar vermistir.
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3.2. Biyoinformatiksel Analizler

Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda Tetrahymena genomu tarafindan kodlanan
olas1t DNaz genlerinin tanimlanmasi, birbirleri ve diger DNaz’lar ile olan
benzerlik matrislerinin ve filogenetik agacglarin yapilandirilmas: ¢alismanin

biyoinformatiksel analiz kismini olusturmaktadir.

3.2.1. Tetrahymena genomunda DNaz II genlerinin taranmasi

Agaroz ve zimogram analizleri sonucunda Tetrahymena toplam proteinin
asidik sartlarda en yiiksek DNaz aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
nedenle Tetrahymena genomunda DNaz II benzeri proteinlerin bulunup
bulunmadiginin tespiti 6nemli gériilmiistiir.

Bu kapsamda deneysel olarak DNaz II oldugu bilinen genlerin protein
dizileri kullanilarak Tetrahymena thermophila SB210 genomunda BLAST analizi
yapilmistir. BLAST analizi sonucunda 5 adet DNaz II benzeri gen bulunmustur.

BLAST analizi i¢in bulucu olarak Caenorhabditis elegans NUC-1 geninin
protein dizisi kullamilmistir. Apoptotik yolakta gorev alan bu genin hem dizisel
hem de aktivite acisinda memeli DNaz II homologu oldugu belirlenmistir [21].
Tetrahymena aday DNaz II genleri ile NUC-1 geninin protein dizisi ClustalW
programi ile dikey olarak hizalanmis ve motifsel analiz yapilmistir (Sekil 3.12).

Analiz sonucu bulunan genlerin gen bankasi erisim numaralar1 ve uygun
goriilen kisaltmalar1 soyledir: TtDNazII-1 (TTHERM 00028710), TtDNazII-2
(TTHERM_00028680),  TtDNazll-3 (TTHERM 00028670), TtDNazII-4
(TTHERM_00122420) ve TtDNazII-5 (TTHERM_00495970).
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Sekil 3.12. Tetrahymena DNaz 11 aday genlerinin ClustalW programu ile dikey hizalamasi. Siyah

renkle golgelendirilmis amino asitler korunmus bolgeleri gostermektedir. Kirmizi
dikey oklar disiilfit bag olusumunda sorumlu oldugu diisiiniilen sistein amino asit

bloklari. Kirmizi kutu igine alinmis bolge ise aktif katalitik merkezi gostermektedir.

DNaz II’lerin katalitik bolgesinde TXDHSKW motifi korunmus olarak yer

alir [8]. Sekil 3.6’da kirmizi kutu ile gosterildigi iizere Tetrahymena DNaz

[I’lerinde bu motif TXDHSKY seklini almistir, yani yiiksek 6karyotlarda bu motif
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apolar triptofan (W) amino asidi ile sonlanirken Tetrahymena’da polar trozin (Y)
amino asidi bulunmaktadir. Sekil 3.12°de oldukc¢a korunmus birka¢ motif daha
gbze carpmakla birlikte bu bdlgelerin biyolojik gorevleri hakkinda literatiirde bir
bilgi mevcut degildir.

DNaz II’lerin disiilfit bagi igerdikleri bilinmektedir [22]. Disiilfit bagi
sistein (C) amino asitleri arasinda kurulan kovalent bir bagdir. Tetrahymena DNaz
Il aday genlerinde 7 adet korunmus sistein blogu tespit edilmistir (Sekil 3.12
kirmiz1 oklar). Ancak bu sistein amino asitlerinden hangilerinin disiilfit
kopriilerinin -~ olusumuna  katildiklarmin  tespiti  icin  deneysel calisma

gerekmektedir.

Cizelge 3.1. Tetrahymena aday DNaz II proteinlerinin kendileri ve NUC-1 ile olan benzerlik ve
aynilik yiizdeleri. Agik gri bloklar benzerlik, koyu gri bloklar aynilik degerleridir.

1 2 3 4 5 6
1. TtDNazll-1
2. TtDNazll-2 |59.5
3. TtDNazll-3 |58 62.9
4. TtDNazll-4 |29 29.7 29
5.TtDNazll-5 |42.1 44.8 40.8 27.2
6. NUC-1 45.3 44.8 46.1 22.1 40.6

Genel olarak DNaz enzimlerinin aktif bolgesinde yer alan amino asitler
korunmus olarak bulunurken, aktif bolge disinda bulunan amino asitler tiirler
arasinda hatta ayni tiirde dahi biiylik farklhilik gosterebilmektedir. Tetrahymena
aday DNaz II proteinlerindeki bu durumu belirlemek i¢in aday genlerin amino asit
dizileri kendi aralarinda ve deneysel olarak DNaz II oldugu belirlenmig NUC-1 ile
benzerlik-aynilik analizine alinmistir (Cizelge 3.1). Analiz sonucuna gore NUC-1
proteini ile en yliksek amino asit benzerligine sahip Tetrahymena DNaz II’si
TtDNaz II-3’tiir. Bu proteinin NUC-1 ile olan aynilik ylizdesi ise 26.6°dir. Aynilik
yiizdeleri 44.8 olan TtDNaz II-2 ile TtDNaz I1-3’iin, amino asit benzerlikleri en

yiiksek olan iki aday protein olduklar1 belirlenmistir.
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3.2.2. DNaz II genlerinin genel filogenetik analizi

DNaz II enzim ailesi liyelerinin tiim organizmal diinyayr temsil eden
filogenetik analizi daha 6nce tanimlanmistir [23]. Ancak gelisen DNA dizileme
teknikleri sayesinde genom projesi ve anotasyonu tamamlanan organizmalara
siirekli yeni katilimlarin olmas1 DNaz II agisindan giincel bir analizi gerekli
kilmastir.

DNaz II enzimlerinin mayalarda ve bitkilerde bulunmadigi, bunun disinda
diger canli gruplarinda yayilis gosterdigi bilinmektedir. Dahas1 2000 yilina kadar
bakterilerde de varligi tespit edilememis, sonrasinda Burkholderia ile yapilan
analizler sonucunda bu bakterinin DNaz II benzeri genlere sahip oldugu ortaya
cikmustir [24].

Tetrahymena genomu tarafindan kodlanan DNaz II benzeri genlerin
evrimsel resimdeki yerlerini belirlemek ve diger DNaz II’ler ile olan iliskisini
ortaya koymak amaciyla filogenetik analiz yapilmistir. Bunun i¢in NCBI ve

SuperFamily 1.75 veri tabanlar1 kullanilarak DNaz II protein popiilasyonu

olusturulmus ve internet tabanli www.phylogeny.fr sitesinden agag
yapilandirilmasi1 gergeklestirilmistir. Sitenin filogenetik analiz kismindan “A la
Carte” modu kullanilmistir. Bu yontemle protein dizilerinin dikey hizalamasi
MUSCLE programu, filogenetik agacin goriintiilenmesi ise TreeDyn programu ile
gerceklestirilmistir. Filogenetik aga¢ yapilandirilmasinda tercih edilen istatistiki
yaklagim ise Maximum Likelihood (ML) olarak belirlenmistir. A la Carte modu
ile tiim bu analizlerin tek seferde yapilmasi miimkiindiir.

ML agacinin genel topolojisi incelendiginde organizmal gruplagsmanin
olustugu goriilmektedir (Sekil 3.13). Asidobakter ve oomiset iiyelerinin
olusturdugu dortlii klad (clade), filogenetik agacin dis grubunu olusturmustur. Bu
tez ¢aligmasmin ana kapsami disinda olmakla beraber, birer asidobakter olan
Granulicella ve Terriglobus genomlarinin DNaz II benzeri bir protein kodladig:
ilk kez bu tez kapsaminda bulunmustur. Asidik sartlarda aktivite gosteren DNaz 11
enzimlerine asidik sartlarda yasayan bakterilerde de rastlanilmasi ilgi ¢ekici

goriilmiistiir.
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Sekil 3.13. DNaz II enzim ailesinin maksimum likelihood filogenetik analizi. Her bir genin gen

bankas1 erisim numarasi cins isminden sonra gelmektedir.
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Tetrahymena DNaz II iiyeleri ise ¢ok hiicrelilerin olusturdugu ana grubun
dis grubu olarak filogenetik agacgta yer almistir. Bunlar arasinda TtDNaz II-5’in
diger Tetrahymena DNaz Il proteinlerine goére daha ilkin karaktere sahip oldugu
gorilmiistiir. Disiik Okaryot olarak tanimlanan Tetrahymena’nmn yiiksek
Okaryotlara dis grup olmasi evrimsel analiz agisindan kabul edilebilir bir
durumdur.

DNaz II enziminin bakteri diinyasinda ilk tanimlandigi organizma olan
Burkholderia ise C.elegans ve Brugia gibi nematodlarin olusturdugu gruba yakin
bir yerde pozisyonlanmistir. Toprakta yayilis gosteren C.elegans’ i Burkholderia
tarafindan enfekte edildigi bilinmektedir [25]. Bu nedenle evrimsel olarak
birbirine uzak bu iki tiir arasinda goriilen bu yakinlik lateral gen transferi ile
aciklanabilir. Canarypox ve Fowlpox viriisleri de cesitli kiimes hayvanlarini
enfekte eden virtislerdir. C.elegans-Burkholderia Orneginde oldugu gibi bu
viriisler de bir kus olan Gallus ile yakin bir bélgede pozisyonlanmislardir. Elde
edilen bu veriler 15181nda DNaz II enzimlerinin lateral gen transferi vasitasiyla
cesitli taksonlar aras1 gecise uygun bir enzim ailesi oldugu ileri siiriilebilir.

Elde edilen filogenetik agacin dogrulugunu sinmamak adina Neighbour
joining (NJ) algoritmasi ile de analiz yapilmis ve ML agacinda oldugu gibi
nodlar1 yiiksek istatistiki degerlere sahip veriler elde edilmistir.

Tetrahymena DNaz’larin1 kendi i¢inde degerlendirmek i¢in sadece 5
Tetrahymena DNaz II aday geninin oldugu ML agaci olusturulmustur.
Olusturulan yeni agacta da Tetrahymena DNaz’lar1 genel agacta aldiklar

pozisyonlarla ayni topolojiyi vermislerdir.
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4. TARTISMA

DNA molekiiliinii parcalayan DNaz enzimlerinin c¢esitli biyolojik ve
biyoteknolojik oneme sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu yiizden birgok farkli
organizmanin DNaz enzimleri hem biyolojik hem de biyoteknolojik agidan
arastirilmaktadir. Gilin gectikce biyoteknolojik potansiyeli daha da artan
Tetrahymena nn DNaz enzimleri ile ilgili “kapsamli genel” bir karakterizasyon
calismas1 bulunmadigindan, bu tez calismasi 6zgiin bir nitelik tasimaktadir.

Bu calisma ile Tetrahymena  “¢oziiniir’ DNaz’larmin  genel
karakterizasyonu yapilmis ve DNA ile muamele edilmis hiicrelerde DNaz aktivite
potansiyeli kismen de olsa belirlenmistir. Bu ¢alisma bulgulari, Tetrahymena’nin
protein lretim konakc¢ist olma potansiyelinin artmasina ve DNaz aktivitesi
azaltilmis ya da tamamen yok edilmis rekombinant irklar gelistirilmesi acisindan,
bu amaca uygun hedef genlerin belirlenmesine katkida bulunmaktadir. Zira ¢esitli
insan enzimlerinin Tetrahymena’da fonksiyonel olarak iiretildigi bilinmektedir.
Gelecekte Tetrahymena’nin daha yaygm olarak Okaryotik protein iiretiminde
kullaniliyor olabilmesi i¢cin DNaz enzimlerini kodlayan genlerden bazilarmin
bertaraf edilerek yeni irklarin gelistirilmesi gerekecektir. Buna benzer yaklagimlar
literatiirde de mevcuttur. Ornegin Frankia cinsine ait cesitli tiirlerin E.coli’ye
alternatif klonlama ve protein iiretim konakgist olabilecegi diisliniilmiis, ancak
yapilan deneyler sonucu, bu organizmanin diisiik transformasyon verimliligine
sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun tizerine farkli Frankia tiirlerinin DNaz
aktiviteleri incelenmis ve olduk¢a kuvvetli hiicre i¢i ve hiicre dis1 DNaz
aktivitesine sahip olduklar1 belirlenmistir [26]. Benzer calismalar okaryotik
sistemlerde de denenmistir. Ornegin ¢iplak DNA’nin ve viral olmayan vektdrlerin
memeli hiicrelerine basarili bir sekilde aktarimasinda DNaz II enzimlerinin bir
bariyer teskil ettikleri rapor edilmistir [13]. Bu raporda, transfeksiyon
verimliliginin en diisiik oldugu hiicrelerde DNaz II aktivitesinin en yiiksek oldugu
bulunmus ve DNAz II genleri susturulmus (knock-out edilmis) hiicrelerde ise
transfeksiyon verimliliginin normal hiicrelere oranla daha yiliksek oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde Tetrahymena DNaz’larimin bu calisma ile aktivite
davranislarinin  belirlenmesi, olast yeni 1irklarin gelistirilmesine katkida

bulunabilir.
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Brunks ve Navas, Tetrahymena’ya DNA aktariminda kullanilmak {izere
gelistirdikleri elektroporasyon yonteminde, hiicrelerin aclik tamponuna DNaz 11
ozelliklerine sahip bir DNaz salgiladigimi ve bu DNaz aktivitesinin de
transformasyon verimliligini 6nemli 6l¢lide disiirdiigiinii bildirmislerdir [5]. Bu
aktiviteyi bertaraf etmek i¢in elektroporasyon oOncesi hiicreler ndtral pH’da
HEPES ile muamele edilerek ortam pH’s1 ndtr seviyeye getirilmeye ¢alisilmistir.
Ancak s0z konusu calismada bu DNaz aktivitesinin karakterizasyonuna yer
verilmemistir. Bu tez calismasi ile belirlenen hiicre disina salgilanan ve notral
sartlarda aktiviteye sahip 32 kDa biiyiikligiindeki proteinin elektroporasyon
verimini diisiiren DNaz’lardan biri olma ihtimali yiiksektir. Bu nedenle yliksek
transformasyon verimliligine sahip wklarin gelistirilmesinde hedef gen olarak 32
kDa’luk proteini kodlayan gen, ilk hedef olarak ortaya ¢ikmistir.

DNA ile muamele edilmis hiicrelerin hiicre i¢i DNaz aktivitesinde ise
onemli bir degisiklik olmamistir. Bu durum hiicre i¢cinde hali hazirda var olan
(housekeeping) DNaz aktivitesinin hiicre igine giren yabanc1t DNA’y1 parcalamak
icin yeterli oldugu fikrini diisiindiirmektedir. Bu noktada DNA’nin hiicre igine
girip girmediginin smanmast gerekliligi ortaya ¢ikmis ve DNA ile muamele
edilmis a¢ hiicreler Hoechst floresan boyasi ile boyanip mikroskopta incelenmistir
(Sekil 3.9). DNA ile muamele edilmemis kontrol grubunda sadece MAK ve MIK
boyanirken (Sekil 3.9A), DNA ile muamele edilmis hiicre grubunda hiicre icinde
MAK ve MiK’e ek olarak MIK boyutunda bazi yapilar goriilmektedir (Sekil
3.9B). Bu yapilara kontrol grubunda rastlanilmamis olmasi bunlarin salmon sperm
DNA’st olma ihtimalini desteklemektedir. Literatiirde ise c¢iplak DNA’nin
Tetrahymena sitoplazmasma dogal yollardan giris yaptigma dair bir veri
bulunmamaktadir. Ote yandan Tetrahymena sitoplazmasma salmon sperm
DNA’smin giris yaptigir varsayilmast durumunda DNA’nmn saglamligi hakkinda
bir bulgu bulunmamaktadir. Zira transformasyon c¢alismalarinda genellikle
halkasal rekombinant vektorler kullanilir ve bu vektorlerde meydana gelebilecek
tek bir kirilma (gentik) bile transformasyonun basarisizlikla sonuglanmasina
neden olabilir.

DNaz aktivite bantlarindaki proteinleri kodlayan gen dizilerinin MS/MS-
MALDI/TOFF ile belirlenmesinden sonra bu genlere ait transkriptlerin ag

35



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

hiicrelerin DNA muamelesine bagl ifade degisimi, geri transkripsiyon-polimeraz
zincir reaksiyonu (GT-PZR) yontemi ile analizi planlanmisti. Fakat MALDI-TOF
sonuglarinin negatif ¢ikmasi nedeniyle bu analiz, biyoinformatiksel olarak
belirlenen bes adet Tetrahymena DNaz II genleri lizerinden gerceklestirilmistir.
Ancak GT-PZR sonuclarina gore bu genlerde mRNA ifadesi bu yontemle 35
dongii ve Tekrar-PZR yapilmasimna ragmen elde edilememistir. Bu durum
Tetrahymena DNaz Il genlerinin diisiik veya transkripsiz mRNA ifade profiline
sahip olmalariyla aciklanabilir. Miao ve arkadaslarmin (2009) mikrog¢ip yontemi
ile olusturduklar1 Tetrahymena transkriptomik veri tabani degerleri kullanilarak,
DNaz II genleri ile GT-PZR deneyinde kontrol olarak kullanilan aktin geninin
mRNA ifade seviyeleri grafik olarak karsilastirmali ¢izilmistir (Sekil 4.1) [3]. Bu
grafige gore DNaz II genlerinin aglik evresindeki mRNA ifadelerinin aktin genine
oranla oldukga diisiik olmasi, yaptigimiz GT-PZR deneyindeki bulgular1 destekler

durumdadir.

mRNA ifade Seviyesi
3
fon
2

a 1 ...
TtONazlll TtDNazll2 TtDNazli3 TtDNazlld TtONazllS  Aktin

Sekil 4.1. Tetrahymena DNaz 11 genlerinin 15 saatlik aglik anindaki mRNA ifade seviyeleri.
Katalaz geninin erisim numarasi TTHERM_00190950. Bu sekil http://tfgd.ihb.ac.cn/

sitesinden yararlanilarak olusturulmustur [3].
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5.SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda a¢ ve vejetatif Tetrahymena hiicrelerinin DNaz
aktivite davraniglar1 toplam protein ilizerinden agaroz ve zimogram deneyleri ile
belirlenmis ve en yiiksek DNaz aktivitesinin asidik sartlarda gergeklestigi
bulunmustur. Zimogram deneyleri sonucunda toplamda molekiiler biiyiikliikleri
28-69 kDa arasinda degisen bes DNaz aktivite bandi belirlenmistir. Divalent
katyonlardan magnezyumun ndtral DNaz aktivitesi iizerinde inhibe edici bir etkisi
oldugu goriilmiistiir. Vejetatif hiicreler, ac hiicrelere gore daha fazla protein ve
DNaz aktivitesine sahiptir. Hiicre i¢i DNaz aktivitelerine ilaveten 32 kDa
biiytikliiglinde hiicre dis1 bir DNaz aktivitesi de tespit edilmistir.

Ac¢ Tetrahymena hiicreleri DNA ile muamele edildiginde DNaz
aktivitelerinde bir tetiklenmenin olabilecegi hipotezi kurulmus, agaroz ve
zimogram deneyleri ile DNA ile muamele edilmis a¢ hiicrelerin hiicre dis1 DNaz
aktivitesinde kismen de olsa bir artis oldugu gosterilmistir. Ozellikle hiicre disina
salgilanan bu proteini kodlayan genin geri genetik yontemi ile belirlenmesi,
transformasyon agisindan uygun “DNazi-susturulmus (deficient)” Tetrahymena

irklarinin gelistirilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
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EK- 1: Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

e Tris Base (Applichem A2264)

e Borik Asit (Bio Basic, BB0044)

e Sodyum Asetat (Sigma, S2889)

e Glisin (Bio Basic, DR0235)

e (Gliserol (Sigma, G5516)

e SimplyBlue SafeStain (Invitrogen, LC6060)

e Magnezyum Kloriir (Sigma, M8266)

e Kalsiyum Kloriir (Sigma, C1016)

e (inko Kloriir (Sigma, 96468)

e Bovine Serum Albumin, BSA (Sigma, A2153)

e Bradford Solution (Bio Basic, CA-39)

e Salmon Sperm DNA’s1 (Sigma, D1626)

e Lamda DNA (NEB, N3011S)

e Triton-X 100 (Sigma, T8787)

e Penisilin-Streptomisin Cozeltisi (Sigma, P4333)

e Aurintrikarboksilik Asit, ATA (Sigma, A0885)
100 mM son yogunlukta olacak sekilde distile su ile ¢oziilerek ¢ozelti
hazirlanir. Aliiminyum folyoya sarilarak oda sicakliginda saklanir.

e EcoRI-HindIlIl Lamda DNA Marker’1 (Thermo, SMO192)

e Protein Standart Marker ( Biorad, 161-0017)

e EDTA (Fluka, 03620).

Genellikle 0.5M  yogunlugunda kullanilir. EDTA, pH ayarlamasi
yapilmadikc¢a suda ¢6zlinmedigi i¢in baslangigta son hacmin yaris1 kadar su ile
¢Oziilmesi ve yiiksek yogunlukta NaOH ile pH’sinin 8.0’a getirilmesi gerekir.

e Etidyum bromiir (EtBr), (Sigma, E§751)

Son yogunlugu 10 mg/ml (0.01 gr/ml) olacak sekilde dH,O’da ¢oziilerek
stok soliisyonu hazirlanir ve 4°C’de saklanir. Agaroz jel elektroforezi i¢in son
hacimde 0,5 pg/ml olacak sekilde (40 ml agaroz i¢cin 2 pl EtBr) kullanilir.

e 10X TBE Tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA)
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108 gr Tris base ve 55 gr borik asit 600 ml dH,O da ¢oziildiikten sonra 40
ml 0.5 M EDTA eklenir. Toplam hacim 1 litreye tamamlanwr. Bu sekilde
hazirlanan stok TBE’nin ¢6kmemesi i¢cin 4°C’de saklanmasi ve deneylerde 1X
(900 ml dH,O + 100 ml 10X TBE) yogunlugunda kullanilmas1 gerekir.

e Aclik Tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 7.5)

Final yogunlugu 10 mM olacak sekilde Tris Base tartilir ve distile su ile
coziiliir. 6N HCI ile pH 7.5’e getirilir. Cozelti 121°C’de 15 dk otoklavlandiktan
sonra oda sicakliginda saklanir.

e SDS-PAGE Paketleme Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8)

e SDS-PAGE Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI, pH 8.8)

e SDS-PAGE Elektroforez Tamponu
30.3 gr Tris base, 144 gr glisin, 10 gr SDS 1000 mL distile suda ¢oziiliir.
1/10 oraninda seyreltme yapildiktan sonra kullanilir.

e Zimogram Renatilirasyon Tamponu ( %2.5 Triton-X 100)
10 mL Triton-X 100 (Sigma, T8787) distile su ile 400 mL’ye tamamlanir
ve manyetik karistiricida tamponun tamamen homojen hale gelmesi
saglanir.

e Zimogram Ornek Yiikleme Tamponu
2X olarak hazirlanir ve son yogunluk 1X olacak sekilde kullanilir. (100
mM Tris-HCl, pH 6.8, % 0.8 SDS, % 20 gliserol, 20pg/mL BSA ve %
0.02 bromphenol blue)

e Zimogram Aktivite tamponu
Notral DNaz aktivitesi icin 50 mM Tris-HCL, pH 7.5; asidik DNaz
aktivitesi i¢in 50 mM NaAc pH 5.0 ¢ozeltileri hazirlanir.
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EK- 2: Cahismada Kullanilan Cihazlar, Kitler ve Enzim Setleri

Etiiv (Genhart, Thermo Shaker THO 220), Santrifiij (Thermo IEC
Micromax, Beckman Coulter Microfuge 22R, ve Beckman Coulter Allegra
25R), Otoklav (Eastern Medical, Vertical Autoclave), PZR Cihazi (Biorad,
iCycler thermal; Helena Thermal Cycler; Techne), Agaroz Jel Elektroforez
Aparat1 (Thermo EC Mini Cell EC320, Thermo EC Midi Cell Ec 330 ve
BioRad Mini SubCell GT), SDS-PAGE elektroforez aparat1 (BioRad Mini
Protean Tetra Cell), Gii¢ Kaynagi (Thermo Electrocorporation EC250-90),
UV Jel Goriintilleme Kabini (Uvitec M02 4611), pH Metre (Crison),
Vorteks (IKA MS2), Su banyosu (Memmert D-91126), Is1 blogu
(Thermoblock Clifton B11), Hibridizasyon firmi1 (Biyometra OV3),
Nanodrop (Metek ND-100), Spektofotometre (UV- 2101 PC Shimadzu),
Terazi (Ohaus pro AV812), Manyetik Karistirict (Schott, SLK6).

RevertAid first strand ¢cDNA sentez kiti (Fermentas, K1622), Qiagene
RNeasy Mini Kit (Qiagene, 74106).

Taq DNA Polymerase, (Fermantas, EP0401), RQ1 RNase-Free DNase II
(Promega, M610A), DNase 1I (Sigma, D5025).
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EK-3: Tetrahymena DNaz 11 Protein Dizileri

>TtDNazII-1
MMYKTLIATITILALTTVSALNYPTCLDPRGKSVDWEIVLKHPVGSEYSYCDSNSCTQLKSQGFELNDIDNS
PLMRTLAQTERIGKQSPYGSVFWNDQPPQSDASLSYAHAKGFMVENQEKGYLMVHSTPRFPVIEEDIVNL
EIPSSQTKFGQHYFCISTTTEDLNKIAEGYNIDYPKVYSSYIPTEFEGIDNIINMVNQKRNKDDQQLAVN
FKSLKGTKFIKFSKSGKYLVPFYDTILAESIKAGVIVQSWGSPQEEPICESQYNVSSNMLITLDGITYKQ
TODHSKYCISTDDSKPYVCLGDINRQTSQWKRGGGTVCLONKQVHTAFKKIMAQQQPCSV

>TtDNazII-2
MAEIMYHSFIHIIKPKPRSPSISYQHKLLISVFFILINLIMVQEKVEFGENSYENLFKKSEIVLKGGRMND
LYSLFTITIYADPQCLNQQOGKKVDWEFIALKLPSGAEYAYCDSENCQTLKIQSQPLDDVDSSPLLKTLKQIE
QVKSEEYSTLFWNDQPPTQSASSTYAHAKGVMGIGSEQGFLIVHSTPKFPEIQNGKIVLGIKSNQQIYGQ
HYFCISTTNPQLDKIASAYNVDYPEFVYDGEFVSKMHSQFPYFTRMLKNIRDVEKDOQDTVNFKTLKGVSMIK
FSKSGKWAVPFYDKVAATNLKTNLEVESWGSPQEEPECSQGSESVYSNLYIDFQOSGIQYKWTKDHSKYA
ISSDSSKPYVCLGDINRQTSQWKRGGGTVCEFONQQVYNNEFKKIMVQQQODCSS

>TtDNazII-3
MDLDYLLIQINMMQOECLCICLNLSTADPQCLDONNQPVDWFIALKFPNGTNYAYCDSNDCSKLAVQTKKL
DDLSASPLENTLKQVQDITSDEYATVFWNDEPPTFDVSTTYAHAKGFIGTGKQIRSQVEFVDLIFTONSQOK
KLAKKKNQQFPIDSGGLGONIGLFKENGFLVVHSTPKFPLIKNGKIQLSIKSNOTIYGOHYFCISTQSYS
LDQIAAAYNVDWPYVYDGHVPPSFSDFPFLORMLNNYRDFTTFNAVSFITLEGVSMTKFAKSGKWLVPEY
DNLPAALLEVGLVVESWRFDEGSDCDQEFVVTNNLMVSIPGAVTFKETVDHSKYAISLDDDKPYVCLGDI
NRAKTOWKRGGGTVCEFSNYDVHRNFKQIMS SQQTCPIKFHDYSON

>TtDNazII-4
MKIFKSILLLSFIFIIKSDPSCINPNGAQVDWFITLKLNNGDDYAYCDSKSCDKIQLSGFKINDAKNSPI
LRTLOQIKQNLNNDKQGYLLWNDQPPNNMTATSSNAHAKGFISLGYVPEFPAFADSSSLKEILLNIEESQ
OKYGQHFLCTSTSLENLEKLACGYNIDNPKVYSSFLPYYIDQSSYPCLNOMKNNKRNTKTKQMIITYSTL
NGETFTKFSKNKDNQIPLYEQIVTQELKTGLLVQSWGRPYEEASCSGSYQVVSNTRVQIDGAPQFKDTQD
HSKYGISIDKAKPFVCLGDINRMKSQWKRGGGTICISNKNIHFQFTKILQCSGCTNNNGYEEIKNDCDPS
CONCKIPQCQSGCKSCLSSDSNICIECDIGFYLDGNKCSRCQONCEICTQONGNICTQCIENFELDKNSQC
IPTCDQSCLTCSQPQDPDSCLSCSKGSYLTDDNNCKKCISPCTDCEKGDKCTQCEQNYILKNYECLPICD
KSCLTCSSPKNPQSCLTCEEGYYLNKITNECMICGVDCAQCLESADNCTTCKDGFSFNNKKCIKNEVSKT
KICHISCLTCTKDSDPNACSSCPPNLFLTNLNTCLPYQCDKSCLTCSSPYNPQSCLTCKGGYYLNKITKQ
CMNCGIDCAQCIESADNCTACKDGYILKNQKCVKSE INKVKTCHNSCLTCTKDSDPNSCLSCPPKFFLSN
LNTCLPCQQPCSECKESANTCTSCLENYFLEESKCQPIKIEVTRFSYSVLFEPSLLLILYLIFTI

>TtDNazII-5
MTKEIRFLKKLLIVIISLSLTRGDLSCKGIYQQODVAFYVIQSMPYDVQVKEQIYFGYTDDONLRSTENYS
PONLLEFNSSSPISLLISQINDDPSIKFIQWDNNQGKSSLSSEFSKGLVAIQEESEHGLFFGYSMNNFLKIN
KSKIEMNLNQODOMFGQQFFCISLDLENLEKLAENLLITKINVQFSNISSQLKFKNLSRLONYLNIHYPL
DYKTVDLNLINSEVIVKMITONYWIYYNTNISSDFESLTIDDQISAILNCDILFKNSKPSVNQCQPHYTS
ETILTIQHKNYKLDSKQDKSKWILCKNNNONTTPFICLSDLDNYTPRYFHGGNLFCFKSKQLHQLYSNMI
SSINFCTLDDILHSKPRDNKFTELONENKEEKENPONYYQDI
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EK-4: Calismada kullanilan Geri-transkripsiyon PZR primer Dizileri

F-DNazll1Xhol 5° CTCGAGATGATGTATAAAACTCTTATTGCC
R-DNazll1Apal 5> GGGCCCTCAGACACTGCAAGGTTATTATTATG

F-DNazl12Xhol 5° CTCGAGATGGCTGAAATTATGTATCATTC
R-DNasell2Apal 5° GGGCCCTCAGCTTGAACAGTCTTACTG

F-DNazI13Xhol 5° CTCGAGATGGATTTAGATTATTTACTTATTC
R-DNazII3Apal 5> GGGCCCTCAATTTTATGAATAATCATGAAAC

F-DNazl14Xhol 5° CTCGAGATGAAAATATTTAAATCTATTTTGC
R-DNazIIl4 5> AGCAAGAAAGACAAGAATCTGGATC

F-DNazIlI5Xhol 5° CTCGAGATGACAAAAGAAATTAGATTTTTAAAG
R-DNazlI5Apal 5> GGGCCCTCAGATATCTTAATAATAATTTTAAG

F-TtAktin 5" ATGGCTGAAAGTGAATCCCCCGC
R-TtAktin 5 CACTTTCTGTGGACGATGGAAGGACC
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